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Uso DE PLAQUETAS, PROCESSO DE DETECGAO E/OU DE RASTREAMENTO, KIT DE
DETECCAO E/OU DE RASTREAMENTO

Campo da Invencéao

[0001] A presente invencdo descreve o0 uso de plaguetas em um
processo de avaliacdo in vitro de substancia quimica e/ou bioldgica, um
processo de deteccdo e/ou rastreamento in vitro de substancia quimica e/ou
biolégica, e kit de detecgcao e/ou de rastreamento in vitro de substancia quimica
e/ou biologica. Especificamente, as plaquetas sdo dispostas em uma
monocamada. A presente invencdo situa-se nos campos da Farmécia, da

Medicina e da Quimica.

Antecedentes da Invencao

[0002] Para a maioria da comunidade cientifica, as plaquetas ainda séo
consideradas apenas fragmentos de células com um tempo de vida entre 5 e
10 dias. Inclusive, nos bancos de sangue sdo mantidas a temperatura ambiente
(21°C-22°C) por, no maximo, 5 dias. Apés este periodo, se ndo utilizadas, as
bolsas contendo as plaquetas séo descartadas. Desta forma, os resultados que
fundamentam a presente invencao e descritos no presente pedido de patente,
revelam novas propriedades biolégicas de plaquetas humanas e suas diversas
e variadas aplicagdes.

[0003] Plaquetas humanas apresentam varias similaridades funcionais
com células neurais (neurdnios e astrocitos) e por isso tém sido utilizadas como
indicadores periféricos de alteracbes no sistema nervoso central (SNC)
associadas a diferentes patologias, tais como Alzheimer (Ferrarese C, Begni B,
Canevari C, Zoia C, Piolti R, Frigo M, Appollonio |, Frattola L. 2000. Glutamate
uptake is decreased in platelets from Alzheimer’s disease patients. Ann Neurol
47:641-643.), Parkinson (Ferrarese C, Zoia C, Pecora N, Piolti R, Frigo M,
Bianchi G, Sala G, Begni B, Riva R, Frattola L. Reduced platelet glutamate
uptake in Parkinson's disease. J Neural Transm. 1999;106(7-8):685-92.) e
isquemia (Tremolizzo L, Piazza F, Longoni M, Ferrarese C. Platelets might
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mediate the increase of plasma glutamate in acute ischemic stroke: relevance
for early neurological deterioration. MedHypotheses. 2009 Oct;73(4):553-4.). O
uso de plaquetas para fins comparativos com células do SNC fundamenta-se
em aspectos bioldégicos comuns entre estas diferentes células. Um exemplo
deste interesse relaciona-se ao glutamato, principal neurotransmissor
excitatério do SNC de mamiferos. Plaquetas humanas liberam glutamato
(conforme ja mostrados em diversos estudos cientificos, tais como Aliprandi,
A., M. Longoni, L. Stanzani, L. Tremolizzo, M. Vaccaro, B. Begni, G. Galimberti,
R. Garofolo, C. Ferrarese. 2005. Increased plasma glutamate in stroke patients
might be linked to altered platelet release and uptake. J. Cereb. Blood Flow
Metab. 25: 513 — 519.; Da Prada M, Cesura AM, Launay JM, Richards JG.
1988. Platelets as a model for neurones? Experientia 44:115-126.; e Ferrarese,
C., G. Sala, R. Riva, B. Begni, C. Zoia, L. Tremolizzo, G. Galimberti, A. Millul, A.
Bastone, T. Mennini, et al. 2001. Decreased platelet glutamate uptake in
patients with amyotrophic lateral sclerosis. Neurology. 56:270-272.), expressam
diferentes tipos de receptores glutamatérgicos e também apresentam um
sistema de transporte deste neurotransmissor idéntico ao encontrado no SNC.
Baseado nestas similaridades, alguns pesquisadores sustentaram a hipétese
de que plaguetas poderiam ser utilizadas como modelos periféricos no estudo
de alteragbes bioquimicas e farmacoldégicas em doencas agudas e
neurodegenerativas.

[0004] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e
patentéaria, foi encontrado o seguinte documento que trata sobre o tema:

[0005] O documento US 6,087,118 (Aronson et al.) revela um método
para diagnéstico da doenca de Alzheimer utilizando-se plaquetas de sangue
humano para o diagnéstico da doencga de Alzheimer. Na invencdo € descrito
um método para imobilizar plaquetas humanas em um filiro onde sé&o
realizados testes farmacol6gicos para verificar o comportamento dos canais de
potassio dependentes de calcio. Entretanto, o referido documento US
6,087,118 de Aronson et al. ndo revela nem sugere a deteccéo e/ou screening
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de substncias quimicas e/ou biolégicas com a etapa de contatar a dita
substancia com plaquetas que estejam em monocamada e ndo ativadas.
[0006] O documento mencionado acima indica que as plaquetas sao
utilizadas em experimentos de curta duragédo (maximo de poucas horas), sendo
mantidas em suspensao.

[0007] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, nao foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo 0s ensinamentos da
presente invencgdo, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

[0008] Portanto, é evidente no estado da técnica que nao se revela ou
sugere-se 0 uso de plaquetas que estejam em monocamada para a detecgao

e/ou rastreamento de substancias quimicas e/ou bioldgicas.

Sumario da Invencao

[0009] Dessa forma, a presente invengdo tem por objetivo resolver os
problemas constantes no estado da técnica a partir do uso de plaquetas em
processos/métodos de avaliacdo ou rastreamento de substéncias quimicas
e/ou biolégicas e em que as ditas plaquetas estdo em monocamada e nao
estdo ativadas.

[0010] E um dos objetos da presente invengdo o uso de plaquetas em
um processo/método de avaliagao in vitro de substancia quimica e/ou biolégica
compreendendo a etapa de contatar pelo menos uma substancia quimica e/ou
biolégica com uma cultura de plaquetas em monocamada in vitro.

[0011] E outro objeto da presente invencdo um processo/método de
deteccdo e/ou de rastreamento in vitro de substancia quimica e/ou biolégica
compreendendo a etapa de contatar pelo menos uma substancia quimica e/ou
biolégica com uma cultura de plaquetas em monocamada in vitro.

[0012] E outro objeto da presente invencdo um kit de deteccdo e/ou de
rastreamento in vitro de substancia quimica e/ou biolégica compreendendo:

a) pelo menos uma cultura de plaquetas em monocamada: e
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b) pelo menos um meio para contatar a substancia quimica e/ou
biolégica com a cultura de plaquetas em monocamada.
[0013] Ainda, o conceito inventivo comum a todos o0s contextos de
protecéo reivindicados refere-se ao uso de plaguetas em processos/métodos
de avaliagao ou rastreamento de substancias quimicas e/ou bioldgicas.
[0014] Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente
valorizados pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no
segmento, e serdo descritos em detalhes suficientes para sua reprodugado na

descricao a seguir.

Breve Descricao das Figuras

[0015] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteudo do
presente pedido de patente sdo apresentadas as seguintes figuras:

[0016] A Figura 1 mostra uma imagem da monocamada de plaquetas
humanas in vitro. Plaquetas foram semeadas em placas de 96 pocos numa
densidade de 40.10° por poco e mantidas a temperatura ambiente por 4 h ou
por cinco dias a 4°C.

[0017] A Figura 2 mostra a quantidade de proteina em diferentes
densidades de plaquetas humanas. Plaquetas foram semeadas em placas de
96 pocos em trés densidades diferentes. Apés 4 h em temperatura ambiente a
quantidade de proteina nas monocamadas foi determinada pelo método de
Bradford. Os dados sdo expressos com média £ desvio padrdo (n=3).

[0018] A Figura 3 mostra a quantidade de proteina em monocamadas de
plaquetas humanas. Plaquetas foram semeadas em placas de 96 pocos e
mantidas a temperatura ambiente por 24 h, o meio de incubagéao foi removido e
a quantidade de proteina nas monocamadas foi determinada pelo método de
Bradford. Amostras de cada doador, contendo a mesma densidade de células
foram avaliadas imediatamente apds a obtencdo do PC, sem terem sido

plaqueadas (tempo 0 h). A quantidade de proteina obtida nestas monocamadas
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foi considerada como 100% e comparada com os dados de monocamadas 24 h
dos respectivos doadores.

[0019] A Figura 4 mostra a determinacgdo do efeito de repetidas lavagens
sobre a quantidade de proteina de monocamadas de plaquetas humanas.
Plaquetas foram semeadas em placas de 96 pogos numa densidade de 20.10°
e mantidas a temperatura ambiente por 4 h. O meio de incubagéo (150 pL) foi
removido e substituido por 150 uL de PBS 4°C. Este procedimento de lavagem
foi realizado trés vezes e apds as monocamadas foram lisadas para
determinacdo da quantidade de proteina pelo método de Bradford. Amostras
de cada doador, contendo a mesma densidade de células foram avaliadas
imediatamente apds 4 h, sem terem sido lavadas. A quantidade de proteina
obtida nestas monocamadas n&o lavadas foi considerada como 100% e
comparada com os dados de monocamadas lavadas dos respectivos doadores.
[0020] A Figura 5 mostra o transporte de glutamato em monocamadas de
diferentes densidades. Plaquetas humanas foram semeadas em placas de 96
pocos e mantidas a temperatura ambiente por 4 h antes do ensaio. Densidades
de plaquetas: 20.10° plaquetas e 40.10° plaquetas. Os dados sdo expressos
com média + desvio padréo (n=3).

[0021] A Figura 6 mostra o transporte de diferentes concentragdes de
glutamato em monocamadas. Plaquetas humanas foram semeadas em placas
de 96 pocos numa densidade de 20.10° por pogo e mantidas & temperatura
ambiente por 4 h antes do ensaio. Os dados sdo expressos com média +
desvio padrao (n=3).

[0022] A Figura 7 mostra o transporte de glutamato por plagquetas em
suspensao e em monocamadas. Painel A representa a captacao de glutamato
obtida em tubos, imediatamente apds a obtencdo das células e em placas apos
trés dias. As plaguetas foram obtidas de um mesmo doador e foram semeadas
em placas de 96 pocos ou adicionadas em tubos, numa densidade de

20.10%As placas foram mantidas & temperatura de 4°C por 72 h antes do
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ensaio; a captagdo em tubos foi realizada imediatamente ap6s a obtengéo das
células. Os dados s@o expressos com média + desvio padrdo (n=1).

[0023] A Figura 8 mostra o transporte de glutamato em monocamadas.
Plaquetas humanas obtidas de um mesmo doador foram semeadas em placas
de 96 pocos numa densidade de 20.10° por poco. As placas foram mantidas a
4°C por diferentes tempos. No momento do ensaio de captagédo, as placas
foram pré-incubadas por 1 h a temperatura ambiente seguido de 15 min 36,5°C
antes da adicdo do glutamato triciado. Os dados sdo expressos com média =
desvio padrao (n=3).

[0024] A Figura 9 mostra o efeito da sertralina sobre o transporte de
glutamato em monocamadas. Plaquetas humanas foram semeadas em placas
de 96 pocos e incubadas por 24 h a temperatura ambiente. No momento do
ensaio de captacao, as placas foram pré-incubadas por 15 min a 36,5°C antes
da adicao do glutamato triciado. Os dados sdo expressos com média + desvio
padrdo (n=5).

[0025] A Figura 10 mostra a viabilidade das plaquetas apds o periodo de
incubacdo, avaliada através da determinacdo da atividade redutora com a
técnica de MTT. As plaquetas foram semeadas em placas de 96 pocgos e foi
utilizado meio de incubacédo aerado e ndo aerado. Para tempos de 24 h, as
células foram mantidas a 4°C em atmosfera umidificada por 19 h. Antes da
adicdo de MTT as células foram mantidas por 1 h a temperatura ambiente,
seguido pela adicdo de MTT e uma incubacgao de 4 h (36,5°C) no escuro. Apds
lise com DMSO é realizada a leitura no espectrofotbmetro a 570 nm. A
atividade redutora é expressa em unidades de absorbancia (UAbs) 20.10°
plaquetas (n=3).

[0026] A Figura 11 mostra a viabilidade das plaquetas apés o periodo de
incubacao avaliada através da determinacdo da reducdo do MTT. As plaquetas
foram semeadas em placas de 96 pocos e foi utilizado meio de incubacéo n&o
aerado. Para tempos superiores a 4h, as células foram mantidas a 4°C em
atmosfera umidificada. Antes da adi¢cdo de MTT, as células foram mantidas por
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1h a temperatura ambiente, seguido pela adicdo de MTT e uma incubacéao de
4h (36,5°C) no escuro. Apés lise com DMSO € realizada a leitura no
espectrofotbmetro a 570 nm. A atividade redutora € expressa em unidades de
absorbancia (UAbs) 20.10° plaquetas (n=3).

[0027] A Figura 12 mostra o efeito do farmaco sertralina sobre a
viabilidade de plaquetas avaliado com a técnica de MTT. Apés lise com DMSO,
foi realizada a leitura no espectrofotdbmetro a 570 nm. Foi observada uma
diferenca significativa entre as concentragbes mais baixa e a mais alta de
sertralina em ambos os tempos estudados (p<0,05). A atividade redutora é
expressa em unidades de absorbancia (UAbs) 20.10° plaquetas (n=6).

[0028] A Figura 13 mostra o efeito do farmaco riluzole sobre a viabilidade
de plaquetas, tendo sido avaliado com a técnica de MTT. Apdés lise com DMSO,
foi realizada a leitura em 570 nm. N&ao foram observadas diferencas
significativas entre os tempos e os tratamentos estudados. A atividade redutora
é expressa em unidades de absorbancia (UAbs) 20.10° plaquetas (n=27).
[0029] A Figura 14 mostra a determinacdo de glicogénio em
monocamadas de plaquetas humanas. Plaquetas obtidas de um mesmo
doador foram incubadas por 4 h e 24 h. Apds o término do periodo de
incubagcdo o glicogénio das respectivas monocamadas foi extraido e
quantificado. Os resultados demonstram que as plaquetas sintetizam glicogénio
in vitro e que nao ha influéncia da saturacdo de oxigénio no meio de incubacao
(n=6).

[0030] A Figura 15 mostra a determinacao de ATP em monocamadas de
plaguetas humanas. Plaquetas obtidas de um mesmo doador foram incubadas
em duas densidades determinadas. Apos 4 h, as respectivas monocamadas
foram lisadas e o ATP quantificado (n=3).

[0031] A Figura 16 mostra o efeito da sertralina sobre os niveis de ATP
de monocamadas de plaquetas humanas. Plaquetas obtidas de um mesmo
doador foram incubadas na densidade de 20.10° plaquetas por poco. Apés 24

h de tratamento com sertralina, as respectivas monocamadas foram lisadas e o
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ATP quantificado. Os resultados demonstram que sertralina 30 pM reduz
significativamente a quantidade de ATP das plaquetas (n=6).

[0032] A Figura 17 mostra o grafico de disperséo ilustrando o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) liberado de plaquetas humanas.
Plaquetas obtidas de doadores saudaveis foram semeadas numa densidade de
20.10° por pogo numa placa de 96 pocos e foram incubadas por 4 horas. O
valor médio de BDNF (92.9 + 11.1 pg.10® plaquetas) é indicado pela linha
pontilhada (n=27).

[0033] A Figura 18 mostra o efeito estimulatério do riluzole sobre a
liberacdo de BDNF de monocamadas de plaquetas humanas. Plaquetas
obtidas de doadores foram semeadas numa densidade de 20.10° por pogo
numa placa de 96 pogos e foram incubadas com diferentes concentragdes de
riluzole (1, 10, 40 ou 100 uM) por 4 horas. Controle é representado pela linha
pontilhada. Dados sdo expressos como média £ SEM. * Diferente do controle
(n=27, p < 0,05).

Descricao Detalhada da Invencao

[0034] E um dos objetos da presente invengdo o uso de plaquetas em
um processo/método de avaliagao in vitro de substancia quimica e/ou biolégica
compreendendo a etapa de contatar pelo menos uma substancia quimica e/ou
biolégica com uma cultura de plaquetas em monocamada in vitro.

[0035] Em uma concretizacdo, a substancia quimica e/ou biologica €
uma substéncia farmacologicamente ativa.

[0036] Em uma concretizacdo, a substancia farmacologicamente ativa €
de acao no sistema nervoso central e/ou periférico.

[0037] Em uma concretizacdo, a substancia farmacologicamente ativa €
de acao glutamatérgica, GABAérgica, serotoninérgica e/ou dopaminérgica.
[0038] Em uma concretizacdo, a substancia farmacologicamente ativa €
um neurofarmaco selecionado do grupo que consiste de: riluzole, sertralina,

fluoxetina, ceftriaxona, carbamazepina, topiramato e lamotrigina.
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[0039] E outro objeto da presente invencdo um processo/método de
deteccdo e/ou de rastreamento in vitro de substancia quimica e/ou biolégica
compreendendo a etapa de contatar pelo menos uma substancia quimica e/ou

biolégica com uma cultura de plaquetas em monocamada in vitro.

[0040] Em uma concretizacdo, a substancia quimica e/ou biologica €
uma substéncia farmacologicamente ativa.

[0041] Em uma concretizagdo, a substancia farmacologicamente ativa é
de acao no sistema nervoso central e/ou periférico.

[0042] Em uma concretizacdo, a substancia farmacologicamente ativa €
de acao glutamatérgica, GABAérgica, serotoninérgica e/ou dopaminérgica.
[0043] Em uma concretizacdo, a substancia farmacologicamente ativa €

um neurofarmaco selecionado do grupo que consiste de: riluzole, sertralina,
fluoxetina, ceftriaxona, carbamazepina, topiramato e lamotrigina.
[0044] E outro objeto da presente invencdo um kit de detecgdo e/ou de
rastreamento in vitro de substancia quimica e/ou biolégica compreendendo:

a) pelo menos uma cultura de plaquetas em monocamada: e

b) pelo menos um meio para contatar a substancia quimica e/ou
biolégica com a cultura de plaquetas em monocamada.
[0045] Em uma concretizagdo, a substancia quimica e/ou biolégica ser
uma substéncia farmacologicamente ativa.
[0046] Em uma concretizagdo, a substancia farmacologicamente ativa é
de acao no sistema nervoso central e/ou periférico.
[0047] Em uma concretizacdo, a substancia farmacologicamente ativa €
de acao glutamatérgica, GABAérgica, serotoninérgica e/ou dopaminérgica.
[0048] Em uma concretizacdo, a substancia farmacologicamente ativa €
um neurofarmaco selecionado do grupo que consiste de: riluzole, sertralina,
fluoxetina, ceftriaxona, carbamazepina, topiramato e lamotrigina.

[0049] Definicdo _de algumas expressdes/termos utilizados no_presente

pedido de patente

[0050] Substancia quimica e/ou bioldgica
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[0051] No contexto do presente pedido de patente, o termo “substancia
quimica e/ou biolégica” refere-se a quaisquer substancias quimicas, por
exemplo, que sejam de interesse para a avaliagdo toxicologica e também se
refere a farmacos como, por exemplo, 0s neurofarmacos que compreendem
riluzole, sertralina, fluoxetina, ceftriaxona, carbamazepina, topiramato e
lamotrigina, bem como outros farmacos de ac¢do no sistema nervoso central
(SNC) ou periférico (SNP), como, por exemplo, os farmacos de acao
glutamatérgica, de acdao GABAEérgica, serotoninérgica e/ou dopaminérgica,
dentre outros tipos de acdo. As substancias biolégicas compreendem
proteinas, peptideos, anticorpos, hormobnios, intermediarios de sinteses

biolégicas, bem como nanocompostos biolégicos e nanoestruturas biolégicas.

[0052] Processo de avaliacdo in_vitro _de substincia quimica e/ou
biolégica
[0053] No contexto do presente pedido de patente, o termo “Processo de

avaliacdo in vitro de substéncia quimica e/ou biologica” refere-se a um
processo/método de avaliagdo in vitro (isto é, ex-vivo, fora do corpo do ser
humano/do animal) para avaliacdo de substdncias quimicas como, por
exemplo, mas nao se limitando a, compostos quimicos com interesse para
avaliagdo toxicolégica e/ou farmacoldgica. Incluem-se nas substancias
quimicas os farmacos como, por exemplo, riluzole, sertralina, fluoxetina,
ceftriaxona, carbamazepina, topiramato e lamotrigina, bem como outros
farmacos de acado no sistema nervoso central (SNC) ou periférico (SNP) como,
por exemplo, os farmacos de acao glutamatérgica, de acdo GABAEérgica,
serotoninérgica e/ou dopaminérgica, dentre outros. Processos/métodos de
rastreamento in vitro de substdncia quimica e/ou bioldégica bem como os
processos/métodos de detecgao in vitro de substancia quimica e/ou biolégica
também estao englobados pelo referido termo.

[0054] Processo de deteccao e/ou de rastreamento in vitro de substancia

quimica e/ou bioldgica
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[0055] No contexto do presente pedido de patente, o termo “Processo de
deteccdo e/ou de rastreamento in vitro de substancia quimica e/ou biolégica”
refere-se a um processo/método para identificacdo de potenciais aplicagdes
farmacolégicas da substancia quimica e/ou biolégica, incluindo-se substancias
endogenas bioativas ou nao e farmacos sintéticos.

[0056] Plaquetas estarem dispostas em uma monocamada

[0057] No contexto do presente pedido de patente, o termo “Plaquetas
estarem dispostas em uma monocamada” refere-se ao fato de que as
plaquetas séo cultivadas ex-vivo e/ou preservadas ex-vivo em meio de cultura
adequado para a sobrevivéncia das plaquetas, estando as referidas plaquetas
em uma unica camada na superficie de cultivo (ou seja, estando em uma
monocamada) mesmo sem estarem ativadas. Deve-se entender também que,
no contexto do presente pedido de patente, as plaquetas podem ser de origem
humana ou de qualquer outro mamifero. Também se deve entender que a
superficie na qual se da a formagcdo da monocamada pode ser qualquer
superficie adequada para tal finalidade, por exemplo, superficies plasticas.
[0058] Neurofarmaco

[0059] O termo “neurofarmaco” refere-se a qualquer tipo de substancia

quimica e/ou biolégica que possua ac¢ao no sistema nervoso central (SNC) e/ou
no sistema nervoso periférico (SNP). O termo compreende, por exemplo, mas
nao se limitando a, os farmacos de acao glutamatérgica, de agcdo GABAérgica,
serotoninérgica e/ou dopaminérgica.

[0060] Substancia farmacologicamente ativa

[0061] No contexto do presente pedido de patente, o termo “substancia
farmacologicamente ativa’ refere-se a qualquer substancia quimica e/ou
biolégica que possua potencial agao/efeito farmacolégico no ser humano ou em
qualquer outro ser vivo. Inclui-se no contexto de substancia
farmacologicamente ativa os neurofarmacos como, por exemplo, riluzole,
sertralina, fluoxetina, ceftriaxona, carbamazepina, topiramato e lamotrigina,

bem como outros farmacos de ac¢do no sistema nervoso central (SNC) como,

11
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por exemplo, os farmacos de acdo glutamatérgica, de acdao GABAérgica,
serotoninérgica e/ou dopaminérgica, dentre outros.

[0062] Kit_de deteccdo e/ou de rastreamento in vitro de substincia

quimica e/ou bioldgica

[0063] No contexto do presente pedido de patente, o termo “kit de
deteccao in vitro de substancia quimica e/ou bioldgica” refere-se a um kit com
finalidade de deteccdo e/ou de rastreamento em processos/métodos de
deteccao in vitro de substancia quimica e/ou bioldgica, substancia esta como,
por exemplo, neurofarmacos compreendendo riluzole, sertralina, fluoxetina,
ceftriaxona, carbamazepina, topiramato e lamotrigina, bem como outros
farmacos de acao glutamatérgica e também substancias endégenas como, por
exemplo, hormdnios, peptideos, proteinas, etc.

[0064] Sao in0meras as vantagens proporcionadas pela presente
invencado. Dentre as vantagens, destacam-se: aplicacbes nas avaliacOes
toxicolégicas, aplicacdo como modelo substituto ao uso de animais em testes
farmacolégicos, aplicacdo em triagem de farmacos ou de agentes quimicos,
testes farmacologicos de equivaléncia ou de segundo uso (novas aplicagdes
terapéuticas para medicamentos ja conhecidos — reprofiling), além de outras
vantagens técnicas que serdo prontamente reconhecidas por um técnico no
assunto com base nos conhecimentos aqui revelados neste pedido de patente.

Exemplo 1. Obtencao de monocamada de plaguetas humanas

[0065] Embora os exemplos aqui mostrados sejam descritos com
detalhes especificos, tais exemplos tém o intuito somente de exemplificar uma
das inUmeras maneiras de se realizar a invencao, contudo sem limitar o escopo
da mesma.
[0066] As etapas para a obtencao e posterior utilizagdo da monocamada
de plagquetas estéo indicadas conforme segue:
[0067] Etapa a)- Obtencao e lavagem das plaquetas:

1) Obtencao de um determinado volume de sangue em tubos a
vacuo (EDTA-Ks), segundo protocolo de venopungédo padrdo. Imediatamente
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apods a retirada de cada tubo o conteudo € homogeneizado com repetidas
inversdes do mesmo.

2) Parametros plaquetarios sao determinados com uso de analisador
hematoldgico.

3) Os tubos sdo centrifugados para obtencdo do plasma rico em
plaguetas (abreviadamente indicado como PRP no presente pedido de
patente).

4) A fracdo de PRP de cada tubo é coletada e transferida para
minitubos.

5) Os minitubos sao centrifugados. O sobrenadante dos tubos é
descartado.

6) O PRP é ressuspendido em solugdo tampao sacarose, adiciona-
se mais certa quantidade do mesmo tamp&o. Procedimento idéntico é realizado
no outro minitubo.

7) Os minitubos sdo centrifugados. O sobrenadante dos dois
minitubos é descartado.

8) O pellet resultante (obtido do PRP) de cada minitubo &
ressuspendido em 1/5 do volume inicial de PRP obtido em tampéao sacarose.

9) Os volumes dos minitubos sé@o reunidos originando o concentrado
de plaquetas (PC).

10) Parametros plaquetarios sdo determinados no PC com uso de
analisador hematolégico.

[0068] Etapa b)- Utilizacao de monocamadas de plaquetas humanas:

1) Uma densidade conhecida de plaquetas humanas é transferida
em tampao sacarose para pogos de placas multipogo.

2) Acrescenta-se certa quantidade de solugao tampao Tris-citrato.

3) E necessario um periodo de tempo para sedimentacdo e adeséo
das células.

13
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4) Nesta invencao, diferentes ensaios podem ser empregados para
avaliar o efeito de produtos ou tratamentos sobre diversos parametros
biolégicos nestas células humanas.

[0069] Para permitir uma melhor compreensao da presente invengédo e
demonstrar claramente os avancos técnicos obtidos, sdo apresentados abaixo
alguns exemplos nao limitantes. Todos os exemplos apresentados na presente
invencao foram obtidos a partir de monocamadas de plaquetas humanas de
doadores saudaveis. Cabe salientar que este modelo também pode ser
estabelecido com células de pacientes e também a partir de sangue de quaisquer
animais.

[0070] Os exemplos 1-4 sao referentes as condicdes das monocamadas de
plaguetas e demonstram caracteristicas fundamentais para a compreensdo do
invento, tais como parametros das células, adesividade e resisténcia a trocas de
meio de incubacéo.

[0071] Os exemplos 5-8 demonstram que monocamadas de plaquetas
mantém uma importante fungéo bioldégica dependente de energia (captacdo de
glutamato), que tem sido amplamente utilizada na literatura cientifica como
correspondéncia de uma condicdo do SNC. O exemplo 6 inclusive compara o
transporte de glutamato obtido com o método descrito na literatura cientifica
(células em suspensdo) com o obtido com a presente invencao (células aderidas).
O exemplo 8 demonstra um efeito biolégico ainda ndo descrito de um farmaco
comercial sobre a captacdo de glutamato.

[0072] Os exemplos 9 € 10 demonstram a viabilidade das monocamadas
de plaquetas em diferentes tempos e condi¢des, inclusive com tratamento
farmacolégico.

[0073] Nos exemplos 11-13 sdo avaliadas reservas energéticas das
monocamadas de plaquetas em diferentes tempos e condi¢des, inclusive com
tratamento farmacolégico.

[0074] Nos exemplos 14 e 15 é determinada a secrecdo de BDNF de

monocamadas de plaquetas em diferentes tempos e condigdes, inclusive com
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tratamento farmacolégico. O exemplo 15 demonstra um novo efeito biolégico de
um farmaco comercial sobre a liberacdo de BDNF descoberto com a utilizagdo do
modelo de monocamadas de plaquetas.

[0075] Nos exemplos acima indicados € utilizado tampao sacarose e Tris-
citrato, mas nao é descartado o uso de solucbes alternativas.

[0076] Tampao sacarose (composicao em mM): Sacarose (320); NaCl
(137); KCI (2,7); KH2PO4 (1,5); NaH2PO4 (8,1).
[0077] Tampao Tris-citrato (composicdo em mM): NaCl (112,8); KCI

(4,5); MgSO4 (1,1); KHoPO4 (1,1); Tris-HCI (25); Citrato-Na (11); D-glicose
(10,2).
[0078] Exemplo 1: Obtencado de parametros plaquetarios

[0079] Na presente invencao sdo descritos resultados obtidos a partir de
amostras de 8 mL de sangue, mas o volume pode ser menor (4 mL) uma vez
que o modelo utiliza uma densidade de células conhecida.

[0080] Os indices volume plaguetario médio (VPM), amplitude de
distribuicao de plaquetas (PDW), plaquetécrito (PCT) e numero de plaquetas
por volume (PLT) sdo obtidos com analisador hematolégico, por exemplo,
Horiba (Micros ES60) e sdo essenciais para ajustar a densidade de plaquetas,
avaliar se as mesmas encontram-se ativadas e se foi selecionada alguma
subpopulacdo durante o processamento da amostra. Os indices VPM, PDW,
PCT e PLT sao determinados no sangue total e novamente apds o
processamento das células, no concentrado de plaquetas (PC), desta forma,
possiveis variagdes nestes pardmetros podem ser avaliadas (tabela 1).

1) Obtencao de 8 mL de sangue (doador ou paciente) em 2 tubos a
vacuo (EDTA-Ks), segundo protocolo de venopuncgao padrdo. Imediatamente
apos a retirada de cada tubo o conteddo é homogeneizado com repetidas
inversdes do mesmo (10 vezes).

2) Os indices VPM, PDW, PCT e PLT da amostra sdo determinados

no sangue total através do analisador hematoldgico.
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3) Os tubos sdo centrifugados (1400 rpm por 5 min a 4°C) para
obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP).

4) A fragdo de PRP de cada tubo € coletada e transferida para
minitubos.

5) Os minitubos sao centrifugados (8400 rpm por 10 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois tubos é descartado.

6) O PRP é ressuspendido em 0,5 mL de tampao sacarose (0,32 M,
pH 7.4). E adicionado mais 0,5 mL do mesmo tampdo (42C). Procedimento
idéntico é realizado no outro minitubo.

7) Os minitubos sdo centrifugados (8400 rpm por 5 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois minitubos € descartado.

8) O pellet resultante (obtido do PRP) de cada mini-tubo €
ressuspendido em 1/5 do volume inicial de PRP obtido (centrifugacdo descrita
no item 3) em tampao sacarose (320 mM, pH 7,4) a 4°C.

9) Os volumes dos 2 minitubos sado reunidos originando o
concentrado de plaquetas (PC).

10) Os parametros plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT séo
determinados no PC com uso de analisador hematoldgico.

Tabela 1. Parametros plaquetarios no sangue total e no concentrado de
plaguetas (PC)

. PLT (x 10° 3 Rendimento
Parametros mm) VPM (um°) | PCT (%) | PDW (%) (%)
Sangue 203 + 44 79+06 | 02+01 | 15+1,2
PC 1543+371 | 81+06 | 1,2+03 | 15+1,3 40+9

Rendimento é o valor obtido a partir da diferenca entre 0 nimero de plaquetas
no sangue total e o obtido no PC. Os dados sdo expressos em média + DP,
n=56.

[0081] No referido Exemplo 1, podem ser empregadas outras formas de
obtencdo de plaquetas (por exemplo, obtencao por aférese), assim como

poderiam ser utilizados outros tampdes para manutencao das células.
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[0082] Exemplo 2: Imagem representativa _de monocamada de

plaquetas
1) Obtencao de 8 mL de sangue (doador ou paciente) em 2 tubos a

vacuo (EDTA-Ks), segundo protocolo de venopuncgao padrdo. Imediatamente
apods a retirada de cada tubo o conteudo € homogeneizado com repetidas
inversdes do mesmo (10 vezes).

2) Os indices VPM, PDW, PCT e PLT da amostra sdo determinados
no sangue total através do analisador hematoldgico.

3) Os tubos sdo centrifugados (1400 rpm por 5 min a 4°C) para
obtencao do PRP.

4) A fragdo de PRP de cada tubo € coletada e transferida para
minitubos.

5) Os minitubos séo centrifugados (8400 rpm por 10 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois tubos é descartado.

6) O PRP é ressuspendido em 0,5 mL de tampao sacarose (0,32 M,
pH 7.4). E adicionado mais 0,5 mL do mesmo tampdo (42C). Procedimento
idéntico é realizado no outro minitubo.

7) Os minitubos sdo centrifugados (8400 rpm por 5 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois minitubos € descartado.

8) O pellet resultante (obtido do PRP) de cada minitubo &
ressuspendido em 1/5 do volume inicial de PRP obtido (centrifugacédo descrita
no item 3) em tampao sacarose (320 mM, pH 7,4) a 4°C.

9) Os volumes dos 2 minitubos sé&o reunidos originando o PC.

10) Os parametros plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT séo
determinados no PC com uso de analisador hematoldgico.

11)  Uma densidade de 40.10° de plaquetas é transferida para um
poco de uma placa de 96 pocos em um volume de 50 uL de tamp&o sacarose
(320 mM, pH 7,4) & 4°C.

12)  E acrescentado um volume de 100 pL de tampéo Tris-citrato (pH
6,5) a 4°C.
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13) Apb6s 4 h a temperatura ambiente é realizada a aquisicdo da

imagem da monocamada (figura 1).

[0083] Exemplo 3: Quantificacao proteica _de monocamadas de
plaquetas
1. Obtencao de 8 mL de sangue (doador ou paciente) em 2 tubos a

vacuo (EDTA-Ks), segundo protocolo de venopuncgao padrdo. Imediatamente
apos a retirada de cada tubo o conteddo é homogeneizado com repetidas
inversdes do mesmo (10 vezes).

2. Os indices VPM, PDW, PCT e PLT da amostra sdo determinados

no sangue total através do analisador hematoldgico.

3. Os tubos sdo centrifugados (1400 rpm por 5 min a 4°C) para
obtencao do PRP.

4. A fragdo de PRP de cada tubo € coletada e transferida para
minitubos.

5. Os minitubos séo centrifugados (8400 rpm por 10 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois tubos é descartado.

6. O PRP é ressuspendido em 0,5 mL de tampao sacarose (0,32 M,
pH 7.4). E adicionado mais 0,5 mL do mesmo tampdo (4°C). Procedimento
idéntico é realizado no outro minitubo.

7. Os minitubos sdo centrifugados (8400 rpm por 5 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois minitubos € descartado.

8. O pellet resultante (obtido do PRP) de cada minitubo &
ressuspendido em 1/5 do volume inicial de PRP obtido (centrifugacdo descrita
no item 3) em tampao sacarose (320 mM, pH 7,4) a 4°C.

9. Os volumes dos 2 minitubos sé&o reunidos originando o PC.

10. Os parametros plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT s&o

determinados no PC com uso de analisador hematoldgico.
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11.  Densidades de 20, 40 e 60.10° de plaquetas s&o transferidas para
pocos de uma placa de 96 pocos em volumes de 50 UL de tampao sacarose
(320 mM, pH 7,4) & 4°C.

12.  E acrescentado um volume de 100 pL de tampéo Tris-citrato (pH
6,5) a 4°C a cada pogo.

13.  Manter por 4 h a temperatura ambiente.

14.  Remover 100 pL (ndo danificar a monocamada com a ponteira).

15.  Acrescentar 50 plL de solugao de lise.

16. Homogeneizar devagar cada poco, transferindo o conteudo para
minitubo.

17.  Leitura em espectrofotdbmetro a 595 nm (figura 2).

[0084] Em relacdo ao exemplo 3 acima descrito, a quantificagcao da
proteina total pode ser realizada em monocamadas mantidas por tempos
superiores a 04 (quatro) horas como, por exemplo, exemplo 24 (vinte e quatro)
horas (figura 3).

[0085] Exemplo 4: Quantificacao proteica de monocamadas de

plaquetas submetidas a repetidas lavagens

[0086] O exemplo a seguir demonstra que as monocamadas de
plaguetas aderem a superficie plastica, resistindo a repetidas substituicbes do
meio de incubacao.

1) Obtencao de 8 mL de sangue (doador ou paciente) em 2 tubos a
vacuo (EDTA-K3), segundo protocolo de venopungdo padrdo. Imediatamente
apods a retirada de cada tubo o conteudo € homogeneizado com repetidas
inversdes do mesmo (10 vezes).

2) Os indices VPM, PDW, PCT e PLT da amostra sdo determinados
no sangue total através do analisador hematoldgico.

3) Os tubos sdo centrifugados (1400 rpm por 5 min a 4°C) para
obtencao do PRP.

4) A fragdo de PRP de cada tubo é coletada e transferida para

minitubos.

19



WO 2017/004686 PCT/BR2016/050119

5) Os minitubos sao centrifugados (8400 rpm por 10 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois tubos é descartado.

6) O PRP é ressuspendido em 0,5 mL de tampao sacarose (0,32 M,
pH 7.4). E adicionado mais 0,5 mL do mesmo tampdo (42C). Procedimento
idéntico é realizado no outro minitubo.

7) Os minitubos séo centrifugados (8400 rpm por 5 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois minitubos € descartado.

8) O pellet resultante (obtido do PRP) de cada minitubo &
ressuspendido em 1/5 do volume inicial de PRP obtido (centrifugacao descrita
no item 3) em tampao sacarose (320 mM, pH 7,4) a 4°C.

9) Os volumes dos 02 minitubos sdo reunidos originando o PC.

10) Os parametros plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT séo
determinados no PC com uso de analisador hematoldgico.

11)  Densidades de 20.10° de plaquetas sdo transferidas para pocos
de uma placa de 96 pogos em volumes de 50 pL de tamp&o sacarose (320 mM,
pH 7,4) a 4°C.

12)  E acrescentado um volume de 100 pL de tampéo Tris-citrato (pH
6,5) a 4°C a cada pogo.

13) Manter por 4 h a temperatura ambiente.

)  Remover 150 pL do meio de incubagao.
) Acrescentar 150 pL de PBS 4°C.
16) Repetir este processo de lavagem trés vezes.
) Na ultima lavada remover 100 pL.
) Acrescentar 50 UL de solugéo de lise.
)  Homogeneizar devagar cada poco, transferindo o conteudo para
minitubo.

20) Leitura em espectrofotdmetro a 595 nm (figura 4).

[0087] Exemplo 5: Captacao de glutamato _em monocamadas de

plaguetas
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[0088] No exemplo a seguir é utilizado um sistema de transporte celular
dependente de energia. Os resultados obtidos demonstram que as
monocamadas de plaquetas sao biologicamente funcionais (figuras 5 € 6).

1) Obtencao de 8 mL de sangue (doador ou paciente) em 2 tubos a
vacuo (EDTA-K3), segundo protocolo de venopungdo padrdo. Imediatamente
apos a retirada de cada tubo o conteudo é homogeneizado com repetidas
inversdes do mesmo (10 vezes).

2) Os indices VPM, PDW, PCT e PLT da amostra sdo determinados
no sangue total através do analisador hematoldgico.

3) Os tubos sdo centrifugados (1400 rpm por 5 min a 4°C) para
obtencao do PRP.

4) A fracdo de PRP de cada tubo é coletada e transferida para
minitubos.

5) Os minitubos séo centrifugados (8400 rpm por 10 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois tubos é descartado.

6) O PRP é ressuspendido em 0,5 mL de tampao sacarose (0,32 M,
pH 7.4). E adicionado mais 0,5 mL do mesmo tampdo (42C). Procedimento
idéntico é realizado no outro minitubo.

7) Os minitubos sdo centrifugados (8400 rpm por 5 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois minitubos € descartado.

8) O pellet resultante (obtido do PRP) de cada minitubo &
ressuspendido em 1/5 do volume inicial de PRP obtido (centrifugacdo descrita
no item 3) em tampao sacarose (320 mM, pH 7,4) a 4°C.

9) Os volumes dos 2 minitubos sé&o reunidos originando o PC.

10) Os parametros plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT séo
determinados no PC com uso de analisador hematoldgico.

11) Densidades definidas de plaquetas sdo transferidas para pocos
de uma placa de 96 pogos em volumes de 50 pL de tamp&o sacarose (320 mM,

pH 7.,4) a 4°C. Observagédo: no caso da figura 5, foram utilizadas as densidades
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de 20 e 40.10° de plaquetas, na figura 6 foram semeadas 20.10° de plaquetas
por pogo.

12) E acrescentado um volume de 80 pL de tampéo Tris-citrato (pH
6,5) a 4°C a cada pogo.

13) Manter por 4 h a temperatura ambiente.

14)  Aquecer a placa a 36,5°C por 15 min.Observacao: no caso de
adicao de farmaco o mesmo deve ser diluido em Tris-citrato (pH 6,5).

15)  Acrescentar 20 yL de uma solugao contendo glutamato-[H3] (0,2
uCi/poco) e glutamato ndo marcado (na concentracdo desejada).Observacao:
A adicdo da solugdo contendo o radioativo deve ocorrer com intervalos de 2
min entre cada poco e deve ser de uma sequencia de no maximo cinco pogos.

16) O tempo de incubacdo com a solugédo contendo o radioativo deve
ser de 10 min a 36,5°C.

17) Ao término da incubacgédo descartar 0 meio e acrescentar 150 pL
de PBS 4°C contendo 1 mM de glutamato ndo marcado.

18) Realizar trés lavados em cada pogco mantendo ao final a
monocamada sem meio.

19) Ao finalizar o ultimo pogo, adicionar 200 uL de NaOH (0,5 N) a
cada poco.

20)  Apods 30 min transferir o volume de cada pogo para um mini vial
de cintilagao.

21)  Acrescentar 2 mL de liquido de cintilagdo a cada mini vial.

22) Realizar 7 inversdes nos mini vials.

23) Determinar a radioatividade no cintilador. Observagéo: No calculo
considerar como referéncia a média da contagem de trés mini vials contendo
20 yL da solugéao de glutamato marcado, 200 uL de NaOH (0,5N) e 2 mL de
liquido de cintilagéo.

[0089] Exemplo 6: Captacao de glutamato por plaquetas em

suspenséo e em monocamadas
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[0090] No exemplo a seguir, foi comparada a capacidade de transporte
de glutamato (10 uM) de plaquetas em suspensao (denominado classico) e em
monocamadas (a presente invencdo). O protocolo realizado em tubos foi
descrito por Mangano & Schwarcz, 1981. O protocolo utilizado para obtencéo e
tratamento das monocamadas foi descrito no exemplo 5. Nos ensaios
comparativos foram utilizadas plaquetas obtidas de um mesmo doador, tendo
sido utilizada a mesma densidade de células em ambos os métodos. Os
resultados obtidos com os dois protocolos sao apresentados na tabela 2 abaixo
e na figura 7.

Tabela 2. Resultados obtidos com plaquetas em suspensido e com plaquetas

em monocamadas

Tubos . .
o Placas (invencao)
(classico)
Captacéo de 10 uM de
brag a 11,4£1,75
glutamato (pmol 20.10 (n=3) 9,1 £2,0 (n=3)
N=
®plaquetas 10 min™)
[0091] Exemplo 7: Captacédo de glutamato por monocamadas de
plaguetas de diferentes tempos
[0092] O exemplo a seguir demonstra que monocamadas de plaquetas

apresentam capacidade de transportar glutamato mesmo quando armazenadas
por semanas ex vivo. O aumento na capacidade de transporte observada
depois de 15 dias de armazenamento esta sendo investigada pelo laboratério
NEBICEL-UFRGS. Este resultado provavelmente seja devido a um aumento na
expressao dos transportadores de glutamato durante este periodo e indica
boas condicoes fisioldégicas das plaquetas armazenadas. O protocolo utilizado
para obtencao e tratamento das monocamadas foi descrito no exemplo 5 e os

resultados sdo apresentados na figura 8.
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[0093] Exemplo 8: Efeito de farmaco na captacdo de glutamato de

monocamadas de plaguetas humanas

[0094] O exemplo a seguir demonstra o efeito do tratamento por 24 h
com sertralina sobre o transporte de glutamato de monocamadas de plaquetas
humanas. O protocolo utilizado para obtencéo e tratamento das monocamadas
foi descrito no exemplo 5 e os resultados sao apresentados na figura 9.

[0095] Exemplo 9: Determinacao da viabilidade de monocamadas de

plaguetas humanas

[0096] No exemplo a seguir é utilizado um método que avalia a atividade
redutora de enzimas citosoOlicas e mitocondriais. O ensaio de MTT &
amplamente aceito pela comunidade cientifica como teste de viabilidade
celular. Os resultados obtidos demonstram que as monocamadas de plaquetas
sdo viaveis apoés diferentes tempos (figuras 10 e 11).

1) Obtencao de 8 mL de sangue (doador ou paciente) em 2 tubos a
vacuo (EDTA-Ks), segundo protocolo de venopuncgao padrdo. Imediatamente
apos a retirada de cada tubo o conteddo é homogeneizado com repetidas
inversdes do mesmo (10 vezes).

2) Os indices VPM, PDW, PCT e PLT da amostra sdo determinados
no sangue total através do analisador hematoldgico.

3) Os tubos sdo centrifugados (1400 rpm por 5 min a 4°C) para
obtencao do PRP.

4) A fragdo de PRP de cada tubo € coletada e transferida para
minitubos.

5) Os minitubos séo centrifugados (8400 rpm por 10 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois tubos é descartado.

6) O PRP é ressuspendido em 0,5 mL de tampao sacarose (0,32 M,
pH 7.4). E adicionado mais 0,5 mL do mesmo tampdo (4°C). Procedimento
idéntico é realizado no outro minitubo.

7) Os minitubos sdo centrifugados (8400 rpm por 5 min a 4°C). O
sobrenadante dos dois minitubos € descartado.
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8) O pellet resultante (obtido do PRP) de cada minitubo €
ressuspendido em 1/5 do volume inicial de PRP obtido (centrifugacdo descrita
no item 3) em tampao sacarose (320 mM, pH 7,4) a 4°C.

9) Os volumes dos 2 minitubos s&o reunidos originando o PC.

10) Os parametros plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT séo
determinados no PC com uso de analisador hematol6gico.

11)  Densidades de 20.10° de plaquetas sdo transferidas para pogos
de uma placa de 96 pogos em volumes de 50 pL de tamp&o sacarose (320 mM,
pH 7,4) & 4°C.

12) E acrescentado um volume de 80 pL de tampéo Tris-citrato (pH
6,5) a 4°C a cada poco. Observacao: no caso de adicdo de farmaco o mesmo
deve ser diluido em Tris-citrato (pH 6,5).

13)  Acrescentar 20 pL de uma solucdo de MTT (5 mg.mL™).

14) A incubagdo com a solucdo de MTT deve ser de 4 h (36,5°C) no
escuro.

15)  Acrescentar 150 pL de DMSO a cada pogo.

16) Homogeneizar o material de cada pocgo até dissolver o produto
formado (formazan).

17)  Realizar a leitura da absorbancia em leitor de placa em 570 nm.
[0097] Exemplo 10: Efeito _de farmacos sobre a viabilidade de

monocamadas de plaguetas humanas

[0098] O efeito dos neurofarmacos sertralina e riluzole sobre a
viabilidade de plaquetas foi avaliado em diferentes tempos de incubacgao (figura
12 e 13). O protocolo utilizado para obtengéo e tratamento das monocamadas
foi descrito no exemplo 9.

[0099] Exemplo 11: Quantificacdo de glicogénio_ monocamadas de

plaguetas humanas

[0100] Plaguetas apresentam grandes reservas de glicose armazenadas
sob a forma de granulos de glicogénio. Recentemente foi publicada uma
técnica bioquimica para quantificar o glicogénio de plaquetas humanas (Rocha
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DS, Souza SK, Onsten TGH, da Silva RSM, Frizzo ME (2014) A Simple Method
to Quantify Glycogen from Human Platelets. J Cytol Histol 5: 217.
doi:10.4172/2157-7099.1000217).

[0101] O glicogénio de monocamadas de plaquetas humanas foi
quantificado em diferentes tempos (figura 14). As plaquetas sao obtidas
segundo o exemplo 1 e 0 ensaio para determinar o conteudo de glicogénio
compreende as seguintes etapas: (1) lise celular e extragdo do glicogénio, (2)
precipitacdo do glicogénio e sua lavagem, (3) conversao do glicogénio a glicose
livre, (4) neutralizacao, e (5) detecgéo da glicose livre.

[0102] Etapa 1: Para lisar as plaquetas, 0,25 mL KOH (30%) é
adicionado e a suspensdo € homogeneizada com repetidas passagens (15x)
por ponteira plastica de 1 mL. O volume ¢ transferido para um tubo cénico onde
¢ adicionado mais 0,25 mL KOH (30%) e a mistura é novamente
homogeneizada (15x). Para a extragdo de glicogénio o tubo é fervido por 1 h e
50 uL NaxSO4 saturado (35%) é adicionado.

[0103] Etapa 2: O glicogénio obtido é precipitado com 1 mL de etanol
anidro e o tubo é agitado rapidamente no agitador vértex. Em seguida o tubo é
centrifugado 750 x g por 10 min, o sobrenadante € cuidadosamente descartado
e o precipitado ressuspendido em 0,5 mL de agua destilada. As etapas de
precipitagdo e lavagem foram repetidas, conforme descrito acima, e o
glicogénio foi finalmente ressuspendido em 0,3 mL de agua destilada para sua
determinacg&o.

[0104] Etapa 3: O glicogénio total obtido foi convertido a glicose livre por
hidrélise acida. Uma curva padrado é estabelecida a partir de uma solugao stock
(1 mg.mL") de glicogénio tipo Ill (Sigma), e quantidades diferentes de
glicogénio, 50 (S1), 100 (S2), 150 (S3) e 200 g (S4) sdo usadas como uma
referéncia. O glicogénio obtido da amostra e aquele usado na curva padrdao sao
hidrolisados com HCI (4 N) em fervura por 1 h. Neste processo, 0,3 mL de HCI

é adicionado a S1, S2, S3, S4 e a amostra.
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[0105] Etapa 4: Depois que a mistura resfriou, 0,3 mL de NaxCOs(2 M)
sdo lentamente adicionados a cada ponto da curva padrdo e também na
amostra para neutralizar a solugéo. Este processo produz grande formacgéao de
bolhas e deve ser realizado cuidadosamente.

[0106] Etapa 5: Depois da neutralizagao, a glicose livre obtida a partir da
hidrélise do glicogénio dos padrbes (S1-S4) e da amostra é determinada
usando kit de glicose-oxidade comercial. Para isso, uma aliquota de 40 uL da
amostra (ou da curva padrdo) € incubada com a enzima reagente por 5 min a
37°C. A absorbancia é lida a 505 nm.

[0107] Calculo do glicogénio

[0108] O numero de plaquetas no PC é usado no célculo do glicogénio. A
equacdo usada para calcular a quantidade de glicogénio estd indicada

conforme a seguir (equacéo 1):

1 G
(33, 2) x Abs, x V
n Abs
G = S0 x 10°
N
Equacao 1
[0109] onde, na Equagdo 1, G=glicogénio (ug.10°plaquetas); Gs=

concentragdo do padrdo de glicogénio (ug.mL™); Abss=absorbancia do padrao
de glicose; Absc=absorbancia da glicose da amostra; V=volume total de
glicogénio da amostra; N=numero total de plaquetas.

[0110] Exemplo 12: Quantificacao do ATP total de monocamadas de

plaguetas humanas

[0111] As plaquetas sdo obtidas segundo o exemplo 1. Os parametros
plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT sédo determinados no PC com uso de
analisador hematolégico. Uma densidade determinada de plaquetas €
transferida para um pog¢o de uma placa de 96 pogcos em um volume de 50 pL
de tampéo sacarose (320 mM, pH 7,4) & 4°C. E acrescentado um volume de
100 L de tampao Tris-citrato (pH 6,5) a 4°C. Apds 4 h a temperatura ambiente
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0 meio é substituido por tampéao de lise para extracao do ATP citosdlico (figura
15). A quantificacdo do ATP total utiliza Kit comercial bioluminescente
(Exemplo: Kit ATP Determination Invitrogen, A22066) ou outra técnica
comercial de detecgéo.

[0112] Tampao de lise: PBS (pH 7,8); azida sodica (2 mM); Triton-X 100
(1%). Pode ser utilizado produto comercial.
[0113] Exemplo 13: Efeito de farmaco sobre o ATP total de

monocamadas de plaguetas humanas

[0114] As plaquetas sdo obtidas segundo o exemplo 1. Os parametros
plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT sédo determinados no PC com uso de
analisador hematolégico. Uma densidade de 20.10° plaquetas é transferida
para um pog¢o de uma placa de 96 pogos em um volume de 50 pL de tampéo
sacarose (320 mM, pH 7,4) & 4°C. E acrescentado um volume de 100 pL de
tampao Tris-citrato (pH 6,5) a 4°C. O farmaco foi diluido em Tris-citrato (pH
6,5). Apds 24 h a temperatura ambiente o meio é substituido por tampéao de lise
para extracdo do ATP citosdlico (figura 16). A quantificacdo do ATP total utiliza
Kit comercial bioluminescente (ex. Kit ATP Determination Invitrogen, A22066)
ou outra técnica comercial de deteccéo.

[0115] Tampao de lise: PBS (pH 7,8); azida sodica (2 mM); Triton-X 100
(1%). Pode ser utilizado produto comercial.

[0116] Exemplo 14: Determinacdo de secrecdo protéica de

monocamadas de plaguetas humanas

[0117] As plaquetas sdo obtidas segundo o exemplo 1. Os parametros
plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT sédo determinados no PC com uso de
analisador hematolégico. Uma densidade de 20.10° plaquetas é transferida
para um pog¢o de uma placa de 96 pogos em um volume de 50 pL de tampéo
sacarose (320 mM, pH 7,4) & 4°C. E acrescentado um volume de 100 pL de
tampao Tris-citrato (pH 6,5) a 4°C. Ap6s 4 h (ou tempo superior) a temperatura
ambiente uma aliquota do meio é retirada para determinacdo do BDNF liberado
(figura 17).
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[0118] Observacao: no caso de adicdo de farmaco o0 mesmo deve ser
diluido em Tris-citrato (pH 6,5). Os niveis de BDNF no sobrenadante foram
medidos com o kit ChemiKine™ Brain Derived Neurotrophic Factor Sandwich
ELISA kit (Millipore, USA) seguindo as instru¢des do fabricante, entretanto,
também pode ser utilizado outro kit comercial. Todas as medidas foram
realizadas em triplicata em placas de 96 pogos e uma curva padrdo foi
calculada para cada experimento. Na determinacdo do BDNF, as amostras dos
sobrenadantes foram diluidas 1:16 em PBS (pH 7,4). A densidade Optica de
cada poco foi medida usando um leitor de microplaca (EZ Read 400, Biochrom,
UK) em 450 nm e os dados foram analisados com o software Galapagos
(Biochrom, UK).

[0119] Exemplo 15: Efeito de farmaco sobre a secrecédo protéica de

monocamadas de plaguetas humanas

[0120] As plaquetas sdo obtidas segundo o exemplo 1. Os parametros
plaquetarios VPM, PDW, PCT e PLT sédo determinados no PC com uso de
analisador hematolégico. Uma densidade de 20.10° plaquetas é transferida
para um pog¢o de uma placa de 96 pogos em um volume de 50 pL de tampéo
sacarose (320 mM, pH 7,4) & 4°C. E acrescentado um volume de 100 pL de
tampao Tris-citrato (pH 6,5) a 4°C.

[0121] Observacao: O farmaco riluzole foi diluido em Tris-citrato (pH
6,5). Apds 4 h a temperatura ambiente uma aliquota do meio é retirada para
determinacdo do BDNF liberado (figura 18). Os niveis de BDNF no
sobrenadante foram medidos com o kit ChemiKine™ Brain Derived
Neurotrophic Factor Sandwich ELISA kit (Millipore, USA) seguindo as
instru¢cdes do fabricante, entretanto, também pode ser utilizado outro kit
comercial. Todas as medidas foram realizadas em ftriplicata em placas de 96
pocos e uma curva padrdo foi calculada para cada experimento. Na
determinacdo do BDNF, as amostras dos sobrenadantes foram diluidas 1:16
em PBS (pH 7,4). A densidade éptica de cada pogo foi medida usando um
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leitor de microplaca (EZ Read 400, Biochrom, UK) em 450 nm e os dados
foram analisados com o software Galapagos (Biochrom, UK).

[0122] Desse modo, os exemplos de concretizagdo da invencao acima
descritos comprovam o uso de plaquetas em um processo de avaliagéo in vitro
de substancia quimica e/ou biolégica sendo, portanto, totalmente factivel a
aplicacédo da presente invengao para qualquer farmaco/molécula bioativa (nao
se limitando apenas a neurofarmacos) e, ainda, para qualquer teste de
comparagdo de eficacia e equivaléncia de medicamentos (por exemplo,
comparacao entre medicamento genérico e um medicamento referéncia).
[0123] Os versados na arte valorizardo 0s conhecimentos aqui
apresentados e poderao reproduzir a invengcdo nas modalidades apresentadas

e em outras variantes, abrangidas no escopo das reivindicacdes anexas.
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Reivindicacoes

1. USO DE PLAQUETAS, PROCESSO DE DETECGCAO E/OU DE RASTREAMENTO, KIT DE
DETECGAO E/OU DE RASTREAMENTO caracterizado por ser em um processo de
avaliacdo in vitro de substancia quimica e/ou biolégica, sendo que as ditas
plaquetas estao dispostas em monocamada.
2. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela substancia
quimica e/ou biolégica ser uma substancia farmacologicamente ativa.
3. Uso, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pela substancia
farmacologicamente ativa ser de agdo no sistema nervoso central e/ou
periférico.
4. PROCESSO DE DETECGAO E/OU DE RASTREAMENTO in vitro de substancia
quimica e/ou biolégica caracterizado por compreender a etapa de contatar
pelo menos uma substdncia quimica e/ou biolégica com uma cultura de
plaquetas em monocamada in vitro.
5. PROCESSO, de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado pela substancia
quimica e/ou biolégica ser uma substancia farmacologicamente ativa.
6. PROCESSO, de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado pela substancia
farmacologicamente ativa ser de agdo no sistema nervoso central e/ou
periférico.
7. KIT DE DETECGAO E/OU DE RASTREAMENTO in vitro de substancia quimica e/ou
biolégica caracterizado por compreender:
a) pelo menos uma cultura de plaguetas em monocamada: e
b) pelo menos um meio para contatar a substéncia quimica e/ou biolégica
com a cultura de plaquetas em monocamada.
8. KiT, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pela substancia
quimica e/ou biolégica ser uma substancia farmacologicamente ativa.
9. KiT, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado pela substancia
farmacologicamente ativa ser de agdo no sistema nervoso central e/ou

periférico.
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