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PROCESSO PARA PREPARAR UMA FRACQAO DE LISADO DE PLAQUETAS,
FRAGCAO DE LISADO DE PLAQUETAS E SEU USO PARA TRATAR
TRANSTORNOS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Campo da Invencao

[001] A presente invencao se refere a um processo
para obter uma fracdo de lisado de plaquetas, a prépria
fracdo de lisado de plaquetas e seu uso no tratamento de

disturbios do sistema nervoso central, como distuirbios

neurodegenerativos, neuroinflamatdérios,
neurodesenvolvimentais e / ou neurovasculares (ou seja,
AVC), mas também as consequéncias de insultos cerebrais,

como lesdo cerebral traumdatica ou hipdxia.

Antecedentes da Invencao

[002] Desenvolver uma “estratégia modificadora de
doenca” eficaz que forneca neuroprotecao,
neurorestabelecimento e neurogénese para tratar disturbios
neurodegenerativos, como a doenca de Parkinson (DP),
esclerose lateral amiotrdédfica (ELA) e doenca de Alzheimer
(DA), ¢é urgentemente necessaria, considerando o0s enormes
impactos sociais e econbmicos gque esses disturbios impdem
aos pacientes e prestadores de cuidados.

[003] Também é amplamente esperado o)
desenvolvimento de tratamentos eficazes que proporcionem
neurorestoragao e neurogénese, a fim de compensar a perda de
neurdénios e os insultos do sistema nervoso central, como
hipdéxia grave apds o parto ou parada cardiaca ou lesao
cerebral traumdtica grave, considerando a falta de
tratamentos validados.

[004] Ha evidéncias substanciais de que as
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neurotrofinas, como ativadores e moduladores das vias de
sinalizacdao neuronal, representam uma estratégia terapéutica
légica para disturbios neuroldégicos. A aplicacao de fatores
de crescimento neurotrdéficos recombinantes Unicos forneceu
resultados encorajadores para protegao e reparo neuronal em
modelos de células e animais.

[005] O fator de crescimento derivado de plaguetas-—
CC (PDGF-CC) provou ser um fator neuroprotetor potente em
varios modelos animais de lesdo neuronal, enquanto o PDGF-
BB e o fator neurotrdéfico derivado do cérebro (BDNF),
administrados por via intra-cerebro-ventricular (ICV),
neurogénese estimulada. Além disso, a administracao
sistémica de BDNF em um modelo fototrombdético de AVC focal
pode induzir neurogénese e melhorar a funcdo sensdério-
motora. O fator de crescimento transformador-f (TGF-f)
poderia promover o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos
neurdnios dopaminérgicos e a neuroprotecdo em modelos
animais de parkinsonismo, além de aumentar o efeito trdéfico
do fator neurotrdéfico derivado da glia (GDNF) em ratos
hemiparkinsonianos!?.

[006] Estudos pré-clinicos mostraram neuroprotecao
pelo fator de crescimento de fibroblastos basicos (b-FGF) e
fator de crescimento endotelial wvascular  (VEGF-B), e
promogcao da neuroprotegao e neurorestoracao pelo GDNF.
Infelizmente, todos os estudos clinicos randomizados que
envolvem a administracao de fatores de crescimento Gnicos em
altas doses e ICV falharam em produzir efeitos clinicos
positivos substanciais. Atualmente, a administracao de

neurotrofinas Unicas nessas patologias neurodegenerativas
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complexas e multifacetadas ¢é insuficiente para produzir
resultados terapéuticos significativos.

[007] Assim, ¢é necessario desenvolver wuma nova
abordagem que provavelmente seria mais poderosa, segura de
usar e fdcil de produzir, mas € conceitualmente desafiador,
em particular, buscar a aprovacado regulatdria, justificando
assim estratégias mais pragmaticas inspiradas em outros
campos da medicina regenerativa.

[008] Os concentrados de plaquetas sao produtos
terapéuticos bem estabelecidos, na lista modelo de
medicamentos essenciais da OMS, geralmente usados na
profilaxia e no tratamento de disturbios hemorradgicos
resultantes de trombocitopenia. Além de seu papel na
hemostasia, as plaquetas exercem funcgdes fisioldgicas
cruciais na cicatrizacdao de feridas e na reparacao de
tecidos.

[009] A gama de aplicacgdes em medicina regenerativa3
e terapia celular?4, em que as plaquetas e lisados de
plaquetas sdo avaliadas estd em expansdo. O Dbeneficio
terapéutico das plaguetas na cicatrizacdo de tecidos ¢é
multifatorial e resulta da miriade de mediadores biocativos
armazenados principalmente nos grénulos o e atuando em
sinergia. Isso inclui fatores de crescimento neurotrdéficos,
como PDGF (isoformas -AA, -AB e -BB), BDNF, VEGF, TGF-j,
bFGF ou fator de crescimento do epitélio (EGF). Foi
demonstrado recentemente que a administracdao intracraniana
de lisados de plagquetas em modelos animais de AVC estimula
a proliferacao de células-tronco neurais enddgenas (eNSC) e

a angiogénese na zona subventricular e no cdértex peri-
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lesional, levando a melhores resultados funcionais e reducao
de lesdes e sugerindo efeitos neuroprotetores?>.

[0010] Além disso, os lisados plaquetarios contém
uma enorme quantidade de moléculas e compostos que nao estao
totalmente caracterizados, mas sabe-se que o lisado
plaquetdrio contém fibrinogénio transmitido por plasma, uma
proteina que desempenha um papel causador de disturbios
neuroldgicos como um potente indutor de inflamacao e um
inibidor de crescimento de neurites. Esta pode ser a razao
pela qual a aplicacao de lisado de plaquetas, ou um produto
derivado de lisado de plaguetas, no campo de disturbios do
sistema nervoso central em humanos, como doenca de Parkinson
ou esclerose lateral amiotrdéfica, ainda nao foi relatada.

Sumdrio da Invencéao

[0011] Assim, é do crédito dos Requerentes ter sido
capaz de descobrir um novo produto derivado de lisado de
plaquetas, util, em particular, no tratamento de disturbios
do sistema nervoso central e exibindo propriedades que ainda
nao foram identificadas. Em particular, os Requerentes
conseguiram obter diferentes fracdes de lisado de plagquetas
que exibem um forte efeito neuroprotetor.

[0012] Em um primeiro aspecto, a presente invencao
se refere a um processo para preparar uma fracao de lisado
de plaquetas, o referido processo compreendendo as etapas
de:

1) fornecer um lisado de plaquetas,

2) coletar do referido lisado de plaquetas uma fracao
de lisado de plaquetas, em que os componentes exibem um peso

molecular maximo de 100 kDa.

Peticdo 870200040682, de 27/03/2020, pag. 53/92



5/42

[0013] De acordo com a invencao, a primeira etapa do
processo consiste em fornecer um lisado de plaquetas. Este
lisado de plaquetas pode ser um lisado de grédnulos de
plaquetas (PPL) ou um lisado de plaquetas humano agrupado
(pHPL) . De preferéncia, o lisado de plaquetas é um lisado de
plaquetas humano agrupado (pHPL).

[0014] Tanto o PPL quanto o pHPL podem ser preparados
de acordo com métodos conhecidos do concentrado de plaquetas
(PC), que induzem a liberagao de fatores de crescimento e
outras moléculas ativas.

[0015] Em uma primeira concretizacao, o lisado de
plagquetas fornecido na etapa 1) é um lisado de plaguetas
(PPL). O PPL pode ser preparado como descrito no estado da
técnica®. Pode, por exemplo, ser preparado da seguinte forma:

i) Fornecer um concentrado de plaquetas (PC),

ii) centrifugar o referido concentrado de plaquetas, de
modo a obter um sedimento de plagquetas e um primeiro
sobrenadante,

iii) Remover o sobrenadante e suspensao do sedimento em
tampao fisioldgico,

iv) Congelar-descongelar o referido grédnulo suspenso,

v) Centrifugar a suspensao obtida na etapa iv), de modo
a obter um lisado de plaguetas e um segundo sobrenadante.

[0016] O concentrado de plaquetas fornecido na etapa
i) pode ser obtido por métodos de coleta padrao adequados a
partir de fontes plaquetédrias autdlogas ou alogénicas, em
particular, a partir de sangue total ou por procedimentos de
aférese, e suspensas no plasma, ou uma combinacdo de solucao

aditiva de plasma e plagquetas, ou apenas solucao aditiva de
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plaquetas’. Além disso, o concentrado de plaquetas pode ser
reduzido de leucdcitos.

[0017] Os tampdes fisioldgicos adequados utilizados
na etapa iii) sao, por exemplo, solugao salina tampao fosfato
(PBS), tampao HEPES, tampao Tris-HCl ou tampao acetato de
sédio, ou solucgdo salina fisioldgica.

[0018] O lisado de grénulos de plagquetas (PPL) pode
ser PPL fresco (PPLF) ou PPL expirado (PPLE),
preferencialmente, PPLF. O termo PPL fresco refere-se ao
lisado de grénulos de plagquetas preparado a partir de
concentrados de plaguetas processados dentro de 5 dias apds
a coleta (nao expirado). O termo PPL expirado se refere ao
lisado de gréanulos de plaquetas preparados a partir de
concentrados de plaquetas processados durante 5 dias de
armazenamento.

[0019] De acordo com uma segunda concretizacao, o
lisado de plaquetas fornecido na etapa 1) é um lisado de
plaquetas humano agrupado (pHPL). Por exemplo, o pHPL pode
ser preparado pelo método que compreende as seguintes etapas:

a) fornecer concentrados de plaquetas,

b) lisar separadamente cada concentrado de plaquetas da
etapa a), e

c) misturar os lisados resultantes da etapa b) a fim de
obter um lisado de plaquetas humano agrupado.

[0020] Os concentrados de plagquetas fornecidos na
etapa a) podem ser provenientes de diferentes doadores e
podem ser obtidos por métodos de coleta padrao adequados a
partir de fontes plaquetdrias alogénicas. Particularmente,

o concentrado de plagquetas pode ser obtido do sangue total
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usando a técnica de camada leuco-plaquetdria ou plasma rico
em plaquetas (PRP), ou pode ser coletado pela técnica de
aférese. De preferéncia, o concentrado de plaquetas &
produzido a partir de sangue total usando a técnica de camada
leuco-plaquetdria ou (PRP)S.

[0021] No "método PRP", o sangue total anticoagulado
é centrifugado usando um giro suave sob condig¢des validadas
para segregar gldbulos vermelhos (RBC) da metade superior
contendo uma mistura de plaquetas e plasma, chamada PRP. As
plaquetas sao entao concentradas por centrifugacgao por
centrifugagao com curvas de aceleragao e desaceleracgao
validadas. O saco de concentrado de plaquetas ¢é deixado
estaciondrio a temperatura ambiente e, em seguida, o
concentrado é ressuspenso no plasma. No método "camada leuco-
plaquetaria”, o sangue total anticoagulado é centrifugado
usando um giro rigido com curvas de aceleragao e
desaceleracdo validadas para separar o plasma "sem células"
na camada superior, uma camada intermedidria chamada camada
leuco-plaquetdria (BC) e gldébulos vermelhos na Camada
inferior (RBC). A camada BC é transferida para uma bolsa de
satélite. Uma pequena quantidade de plasma & retornada a
camada BC e suavemente misturada antes de ser novamente
submetida a centrifugacao por centrifugacgao leve com curvas
de aceleracao e desaceleracao validadas. O sobrenadante de
PRP é entdao colocado no armazenamento de plaguetas e pode
ser armazenado a 22 +/- 2 ° C.

[0022] No método de aférese, o0s concentrados de
plaquetas podem ser obtidos através de um dispositivo médico

extracorpdéreo usado na doagao de sangue gue separa as
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plaquetas e devolve outras porg¢des de sangue ao doador.

[0023] O plasma usado para suspender o concentrado
no "método PRP", o plasma retornado a camada BC no método
"camada leuco-plaquetaria" ou o plasma coletado com
plaquetas por aférese pode ser substituido por uma solucgao
aditiva de plaquetas (PAS) ou por um mistura entre plasma e
PAS, e, preferencialmente, por uma mistura entre plasma e
PAS. A referida mistura entre plasma e PAS pode conter de
cerca de 30% a 40% em peso de plasma e de cerca de 70% a 60%
em peso de PAS.

[0024] O concentrado de plagquetas fornecido na etapa
a) pode ser submetido a um tratamento de leucodeplecao. Este
tratamento leva a deplecdo de leucdcitos e pode ser alcancado
por filtracdao em um filtro de leucoredugao ou durante a
coleta de plaquetas por aférese.

[0025] O concentrado de plaquetas fornecido na etapa
a) pode ser submetido a uma etapa do tratamento de inativacao
viral / patdégeno antes da lise. O tratamento de inativacéo
viral / patdgeno aplicado ao concentrado de plaquetas pode
ser selecionado no sistema Intercept® Blood (da Cerus
Corporation), no sistema Mirasol® PRT (da Terumo BCT) ou no
THERAFLEX-UV (da Macopharma). Esses procedimentos sao bem
conhecidos por um técnico versado no assunto e alvo, com ou
sem a adigdo de um agente fotoativador, a alteracdo de acidos
nucleicos.

[0026] O concentrado de plaquetas também pode ser
submetido a um tratamento de leucodeplecao e a um tratamento
de inativacdo de wvirus / patdégeno. De preferéncia, o

tratamento de leucodeplecao € realizado antes do tratamento
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de inativacdo viral / patdgeno.

[0027] A etapa Db) de lisar separadamente cada
concentrado de plaquetas pode ser alcancada por dJualquer
método conhecido no estado da técnica. Por exemplo, a lise
plaquetdria pode ser alcangcada por um ou mais ciclos de
congelamento / descongelamento, pela ativacdo plaquetaria
induzida pela adicado de trombina ou CaCl2, por sonicagao ou
por tratamento com solvente / detergente (S / D). De
preferéncia, a etapa b) da lise é alcancada por um ou mais
ciclos de congelamento / descongelamento e, mais
preferencialmente, por pelo menos trés ciclos. Quando a lise
¢ alcancada por um dos métodos anteriores, também pode ser
realizada uma etapa de centrifugacao e filtragao para remover
os residuos celulares.

[0028] Em seguida, a etapa c) consiste em misturar
os lisados para obter um lisado de plaquetas humano reunido,
também chamado pHPL. Assim, o conjunto de HPL & obtido
misturando os concentrados de plaquetas lisados de pelo menos
2 lisados de plaqgquetas de diferentes doadores. De
preferéncia, o conjunto de HPL é obtido misturando pelo menos
5, pelo menos 10, pelo menos 20, pelo menos 30, pelo menos
40, pelo menos 50, pelo menos 100, pelo menos 100, pelo menos
140, pelo menos 180, pelo menos 200 e, mais particularmente,
pelo menos 240 lisados de plaquetas diferentes coletados de
diferentes doadores.

[0029] Um lisado de plaquetas humano agrupado
adequado (pHPL) para o processo da invencgao pode ser qualquer
lisado de plaguetas humanos agrupado de estabelecimentos de

sangue ou de fornecedores comerciais. Por exemplo, o lisado
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de plaquetas humano agrupado pode ser obtido da Macopharma
(Tourcoing, Franca; lisado de plaguetas humano MultiPL'30®),
da Cook-Regentec (Indiandpolis, EUA; 1lisado de plaquetas
humanos Stemulate ®), da Stemcell Technologies (Grenoble,
Franca); Lisado de plagquetas humanas) ou também da Sigma-
Aldrich (Lisado de plaquetas humanos PLTMax®) .

[0030] De acordo com esta segunda concretizacao, o
pPHPL pode ser submetido a um tratamento que induz uma
ativacao da cascata de coagulacao. Por exemplo, o pHPL pode
ser misturado com contas de vidro (GB) e CaCl, sob agitacao
ou usando CaCl, sozinho. Este tratamento leva a uma formacao
de coadgulo que é removida apds a centrifugacdo e o pHPL
resultante é, portanto, livre de fibrinogénio. Sem querer
estar vinculado a nenhuma teoria, os inventores acreditam
que este tratamento contribui para diminuir a toxicidade e
melhorar o efeito neuroprotetor da fracdao de 1lisado de
plaquetas obtida de acordo com a invencgao.

[0031] A segunda etapa do processo consiste em
coletar wuma fracao de 1lisado de plaquetas em qgue o0sS
componentes exibem um peso molecular maximo de 100 kDa.
Portanto, a fracao de lisado de ©plagquetas tratado
termicamente coletada nao pode conter componentes com um
peso molecular superior a 100 kDa.

[0032] No significado da presente invencao, uma
fracdao de lisado de plaquetas em que o0s componentes exibem
um peso molecular maximo de X kDa é denominada "fracdo de
lisado de plaquetas X fracao de kDa" ou também "fracdo X
kDa", por exemplo, "fracao de lisado de plaquetas 100 kDa"

ou "Fracao de 100 kbDa".
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[0033] Particularmente, a etapa de coleta é
realizada para obter uma fracao de lisado de plaquetas, em
que o0s componentes exibem um peso molecular maximo de 100
kDa, 90 kDa, 80 kDba, 80 kDa, 70 kDa, 60 kDa, 50 kDa, 40 kDa,
de 30 kDa, de 20 kDa, de 10 kDa, de 5 kDa, de 3 kDa ou de 1
kDa. Em outros termos, a fracao de lisado de plaquetas nao
pode conter componentes com peso molecular superior a 100
kDa, 90 kDa, 80 kDa, 70 kDa, 60 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 30 kDa,
20 kDa, 10 kDa, 5 kDa , 3 kDa ou superior a 1 kDa.

[0034] De acordo com este segundo passo, as fracgdes
assim obtidas sao preferencialmente a fracao de lisado de
plaquetas de 50 kDa, a fracao de lisado de plaquetas 30 kDa,
a fracao de lisado de plaquetas 20 kDa, a fracao de lisado
de plaquetas 10 kDa e a fracao de lisado de plaquetas 10 kDa
e a fracdo de lisado de plaquetas 3 kDa, de preferéncia a
fracgcdao de 10 kDa de lisado de plaquetas e a fracgao de 3
kDa de lisado de plaquetas, e ainda mais preferencialmente
a fraccao de 3 kDa de lisado de plaguetas.

[0035] Surpreendentemente e inesperadamente, 0s
inventores descobriram que a fracao de lisado de plaquetas,
de acordo <com a invencao exibe uma forte atividade
neuroprotetora, embora o lisado de plaquetas tenha sido
submetido a uma etapa de coleta para remover componentes. De
fato, as fracdes, assim obtidas ainda exercem um efeito
neuroprotetor, enquanto se esperava que a remocgao de alguns
componentes de acordo com seu peso molecular levasse a perda
do referido efeito. Ainda surpreendentemente, a atividade
neuroprotetora é obtida para as menores fracdes para as gquais

se acreditava que a falta de componentes com alto peso
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molecular teria sido prejudicial para a atividade
neuroprotetora.

[0036] Assim, a presente 1invencgao representa um
grande avango para fornecer um tratamento alternativo dos
distuirbios do sistema nervoso central.

[0037] A etapa de coleta pode ser realizada por
qualquer método conhecido no estado da técnica que leve a
separagao e / ou concentragdo de componentes contidos em um
liguido de acordo com seu peso molecular.

[0038] Em uma concretizacao, a etapa de coleta pode
consistir no fracionamento do sobrenadante obtido por
centrifugacao do lisado de plaquetas, a fim de coletar a
chamada fracao de 100 kDa do lisado de plaquetas. Nesta
modalidade, o fracionamento pode ser realizado por
ultrafiltracao. De acordo com este método de ultrafiltracao,
pode ser usado um filtro centrifugo com membrana vertical
com um limite de 100 kDa. O filtro centrifugo é assim cheio
com o sobrenadante obtido apds o terceiro passo e é sujeito
a centrifugacao. O rotor angular, a velocidade de rotacdo e
o tempo de rotacdo podem ser determinados por um técnico
versado no assunto. Além disso, um técnico versado no assunto
pode adaptar o ponto de corte utilizado para obter a fracao
desejada de lisado de plaquetas de acordo com a invencgao.

[0039] A fracao de lisado de plaguetas da invencgao
tem um teor reduzido de proteinas. Pela expressao "teor
reduzido de proteinas", significa que a referida fracao
contém menos que 1,5 ng / plL de proteinas, preferencialmente
menos que 1,0 pg / pL e mais preferencialmente menos gque

0,70 pg / pL. O teor de proteina pode ser determinado por
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qualguer método conhecido na técnica e, por exemplo, pelo
teste de proteina Lowry ou por ELISA.

[0040] Especificamente, a fracao de 3 kDa do lisado
de plaquetas pode apresentar um contetudo de proteina de cerca
de 0,05 pg / pL a cerca de 0,30 pg / pL, particularmente de
cerca de 0,05 pg / uL a cerca de 0,30 pg / pL, e mais
particularmente um conteudo de proteina de cerca de 0,05 ng
/ pL a cerca de 0,1 pg / pL. Além disso, a fracdo de 3 kDa
do lisado de plagquetas ¢é preferencialmente 1livre de
fibrinogénio e livre de fatores de crescimento.
O processo da invencao pode compreender uma etapa adicional
de armazenamento da fracao de lisado de plaquetas tratado
termicamente a -80 ° C para uso posterior.

[0041] Em uma concretizacao preferida, antes da
etapa de coleta, o processo da invencao também pode
compreender uma etapa de tratamento térmico do lisado de

o

plaquetas a uma temperatura de cerca de 50 C a cerca de 70

° C durante 15 minutos a 45 minutos, e uma etapa de
centrifugar o referido lisado de plaquetas tratado
termicamente e manter o sobrenadante.

[0042] A etapa de tratamento térmico é,
preferencialmente, realizada sem adigao de estabilizadores
que sao usados classicamente ©para manter a atividade
bioldégica da proteina. Tais estabilizadores sao, por
exemplo, sacarose, sorbitol, manitol ou aminodcidos, tais
como arginina ou lisina.

[0043] Cré-se que a etapa de tratamento térmico induz

a precipitacao de algumas proteinas que sao assim removidas

apdés a etapa de centrifugacdao. Um contetdo reduzido em
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proteinas pode ser mais vantajoso para algumas aplicacdes,
por exemplo, no tratamento de um distuirbio do sistema nervoso
central através de uma administracao intranasal.

[0044] A etapa de tratamento térmico pode ser

[e]

realizada a uma temperatura de cerca de 50 C a cerca de 70

° C, preferencialmente, a uma temperatura de cerca de 50 °
C a cerca de 60 ° C, e mais preferencialmente a uma
temperatura de cerca de 54 ° C a 58 ° C. A etapa do tratamento
térmico é realizado, por exemplo, a 56 ° C.

[0045] A duracao da etapa de tratamento térmico pode
ser de 15 a 45 minutos, preferencialmente, de 20 a 40 minutos
e mais preferencialmente de 25 a 35 minutos. Por exemplo, a
etapa de tratamento térmico é realizada por 30 minutos.

[0046] A centrifugacao pode vantajosamente ser
realizada a uma temperatura de cerca de 2 ° C a 6 ° C. A
duracao deste passo de centrifugacao é de pelo menos 10
minutos e a velocidade pode ser de cerca de 8000 x g a cerca
de 12000 x g, preferencialmente de cerca de 9000 x g a cerca
de 11000 x g, e mais preferencialmente cerca de 10000 x g.
O sobrenadante é recuperado e utilizado na etapa de coleta
do processo.

[0047] De acordo com esta concretizacao, a fracao de
lisado de plaquetas resultante apds a etapa de coleta é uma
fracdo de lisado de plaquetas tratada termicamente.

[0048] Foi surpreendente e inesperadamente
encontrado que as fracdes de lisado de plaquetas tratadas
termicamente de acordo com esta modalidade exibem um forte
efeito em termos de neuroprotecao, embora o lisado de

plaquetas tenha sido submetido a uma etapa de tratamento
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térmico e a uma etapa de coleta.

[0049] Além disso, ©0s ensaios in vitro mostraram que
as fracdes preparadas de acordo com o processo da invencao,
com ou sem uma etapa de tratamento térmico, protegem as
células dopaminérgicas da morte induzida por uma
neurotoxina. Sem querer ficar vinculado a nenhuma teoria, os
inventores acreditam que a atividade neuroprotetora
aprimorada das fragdes é resultado do conteldo reduzido de
proteinas, como o conteudo de fibrinogénio, e o resultado da
concentracao de compostos com peso molecular nao superior a
100 kDa e, em particular, nao superior a 50 kDa, 30 kDa, 20
kDa, 10 kDa ou 3 kDa. Os resultados obtidos in vitro foram
confirmados com ensaios in vivo em um modelo bem conhecido
de esclerose lateral amiotrdéfica (ELA), que € um camundongo
transgénico que superexpressa formas mutantes do gene da
superdéxido dismutase de cobre / zinco.

[0050] Particularmente, acredita-se também que a
etapa de coleta e, opcionalmente, o tratamento térmico,
resulte em reducao ou deplecadao de fibrinogénio e enzimas
proteoliticas (como trombina ou fatores de coagulacao do
tipo trombina ou geradores de trombina) e, particularmente,
que a etapa de tratamento térmico precipita e / ou inativa
proteinas potencialmente instdveis ao calor e modifica
favoravelmente o equilibrio de proteinas e fatores de
crescimento na fracgao resultante, bem como a colegcao que
modifica o equilibrio de peso molecular do componente e
potencializa o efeito neuroprotetor. Assim, a fracao de
lisado de plagquetas resultante pode evitar o risco bioldgico

de formacadao de fibrina, que é tdéxico para o cérebro.

Peticdo 870200040682, de 27/03/2020, pag. 64/92



16/42

[0051] Portanto, a fracao de 1lisado de plaquetas
obtida, de acordo com a invencao oferece uma margem de
seguranca substancialmente mais alta que os lisados de
plaguetas humanos padrdao suspensos no plasma e ¢é mais
adequada e mais eficiente para uso em Dbioterapia,
especialmente através da administracgao cerebral.
Como estabelecido acima, as fracgdes de lisado de plaquetas
obtidas pelo processo da invencao fornecem atividade
neuroprotetora melhorada.

[0052] Num segundo aspecto, a invencao refere-se a
uma fracao de lisado de plaquetas. A fracao de lisado de
plaguetas pode ser obtida de acordo com o método descrito
acima. Portanto, a fracdo de lisado de plaquetas de acordo
com a invencao é especificamente uma fracdo de plaguetas em
que os componentes exibem um peso molecular maximo de 100
kDa.

[0053] Particularmente, a fracao de lisado de
plaquetas de acordo com a invencgao é uma fracao de lisado de
plaquetas de 50 kDa, uma fracao de lisado de plagquetas 30
kDa, uma fracao de lisado de plaquetas 20 kDa, uma fracao de
lisado de plagquetas 20 kDa, uma fracao de lisado de plaguetas
10 kDa ou uma fracao de lisado de plaquetas 10 kDa. Mais
preferencialmente, a fracgcao de acordo com a invencao é uma
fracgcao de 10 kDa de lisado de plagquetas ou uma fracgao de
3 kDa de lisado de plaquetas, e ainda mais preferencialmente

uma fracgdao de 3 kDa de lisado de plaquetas tratado

termicamente.
[0054] A fracao de lisado de plaquetas da invencao
tem um contetdo reduzido em proteinas. Por expressao

Peticdo 870200040682, de 27/03/2020, pag. 65/92



17/42

"conteudo reduzido", entende-se que a referida fracado contém
menos de 1,5 png / pL de proteinas, preferencialmente menos
que 1,0 pg / pL e mais preferencialmente menos que 0,70 ug
/ pL.

[0055] Especificamente, a fracado de 3 kDa do lisado
de plaquetas pode apresentar um contetdo de proteina de cerca
de 0,05 pg / pL a cerca de 0,30 pg / pL, particularmente de
cerca de 0,05 pg / pL a cerca de 0,30 pg / upL, e mais
particularmente um conteudo de proteina de cerca de 0,05 ug
/ pL a cerca de 0,1 pg / pL. Além disso, a fracdo de 3 kDa
do lisado de plaquetas tratado termicamente é
preferencialmente livre de fibrinogénio.

[0056] A fracdao de 1lisado de plaquetas pode ser
obtida pelo processo descrito acima.

[0057] As fragdes de lisado de plaquetas de acordo
com a invengao exibem uma forte atividade neuroprotetora e
sao particularmente vantajosas para o tratamento de
disturbios do sistema nervoso central. Mais particularmente,
as menores fracdes de lisado de plagquetas, isto é, a fracao
de lisado de plaquetas de 10 kDa e a fracao de lisado de
plaquetas de 3 kDa podem passar mais facilmente através da
cavidade nasal, a fim de penetrar no cérebro e exercer O
efeito neuroprotetor.

[0058] Em um terceiro aspecto, a invencao se refere
a fracdo de lisado de plaquetas de acordo com a invencao
para uso como uma droga bioldgica ou "bioterapia”.

[0059] De fato, gracgas a sua atividade
neuroprotetora aprimorada e sua maior seguranca, a fracao de

lisado de plaquetas pode ser usada no tratamento e / ou
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prevengao de um disturbio do sistema nervoso central.
Em outros termos, a invencao também se refere a um método de
tratamento e / ou prevencdo de disturbios do sistema nervoso
central, compreendendo a administracao de uma quantidade
terapeuticamente eficaz da fracado de lisado de plaquetas da
invengao, a um paciente em necessidade. Preferencialmente,
o) paciente é um animal de sangue quente, mais
preferencialmente, um humano.

[0060] Os disturbios do sistema nervoso central, na
acepgcao da presente invencao, incluemn, entre outros,
disturbios neurodegenerativos, disturbios neurovasculares,
disturbios neuroinflamatdédrios, disturbios do desenvolvimento
neuroldgico, como autismo e esquizofrenia, insulto cerebral,
como hipdéxia grave apds parto ou parada cardiaca ou
traumatismo craniano grave. / lesdo cerebral traumdtica, ou
seja, insultos graves, resultando em uma perda significativa
de neurdnios levando a deficiéncias.

[0061] Em uma concretizacao preferida, o disturbio
do sistema nervoso central é um distUrbio neurodegenerativo.
Os disturbios neurodegenerativos dentro do significado da
presente invencao incluem, entre outros, esclerose multipla
(EM), doenca de Parkinson (DP), doencga de Huntington (HD),
esclerose lateral amiotrdéfica (ELA), acidente wvascular
cerebral, degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI),
doencas degenerativas da retina e deméncia, as Ultimas
incluindo, sem limitacao, doenca de Alzheimer (DA), deméncia
vascular, deméncia frontotemporal, deméncia seméntica e
deméncia com corpos de Lewy. De preferéncia, o disturbio

neurodegenerativo é selecionado da doengca de Alzheimer,

Peticdo 870200040682, de 27/03/2020, pag. 67/92



19/42

doenca de Parkinson, doenca de Huntington, esclerose
multipla e esclerose lateral amiotrdéfica, mais
preferencialmente, da doenga de Parkinson e esclerose
lateral amiotrdfica.

[0062] Em outra concretizacao, o disturbio do
sistema nervoso central é um insulto cerebral do sistema
nervoso central, como hipdxia grave apds o parto ou parada
cardiaca ou traumatismo craniano grave, ou seja, insultos
graves, resultando em uma perda significativa de neurdnios
levando a desvantagens. O tratamento precoce, com a fracao

de lisado de plaquetas, apds o insulto, pode melhorar as

habilidades fisioldgicas de neurorestabelecimento e
neurogénese.
[0063] A fracao de lisado de plaquetas pode ser

administrada como tal, ser encapsulada em nanoparticulas
naturais ou sintéticas? ou microparticulas ou estar
compreendida em uma solucdo farmacéutica compreendendo ainda
pelo menos um veiculo, diluente, excipiente e / ou adjuvante
farmaceuticamente aceitavel. A solucdo farmacéutica pode
ainda compreender complexos, moléculas, peptideos, sais,
vetores ou qualquer outro composto que possa melhorar ou ser
benéfico no tratamento de disturbios neuroldgicos.

[0064] A via de administracao e o regime de dosagem
dependem naturalmente da gravidade da doencga, idade, peso e
sexo do paciente, etc. A fracao de lisado de plaguetas da
invengcao pode ser usada para o tratamento de qualquer
paciente, especialmente um paciente quente. animal sangrado,
como um mamifero e, de preferéncia, um humano.

[0065] Vantajosamente, a fracao de lisado de
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plaguetas de acordo com a invencao ¢ adequada para a
administragcdao no sistema nervoso central. Especificamente,
a referida fracdo de lisado de plaquetas é adaptada para
administracao intranasal (por exemplo, doenca de Parkinson,
que é uma patologia da substédncia negra, estriado e bulbo
olfativo préximo as cavidades nasais) ou intra-tecal (por
exemplo, para esclerose lateral amiotrdéfica que é uma
patologia da medula espinhal) ou administracgao intra
cerebroventricular (ICV), preferencialmente, fechada ao
forame intraventricular, de modo que a fracao de lisado de
plaguetas possa ser administrada no terceiro ventriculo.

[0066] Como as menores fracdes de lisado de plaquetas
ainda exibem uma atividade neuroprotetora, elas sao
particularmente eficazes para uma administracao intranasal.

[0067] De fato, gracas aos seus componentes de baixo
peso molecular, essas fragdes podem facilmente penetrar no
cérebro através da cavidade nasal, o que é vantajoso para os
fins da invencao, a fim de tratar disturbios do sistema
nervoso central. Além disso, em termos de segurancga, € mais
vantajoso para o paciente se beneficiar do efeito
neuroprotetor com um lisado de plaquetas que contém menos
componentes.

[0068] A administracdaoc ao sistema nervoso central
pode ser conseguida pelo método conhecido na técnica. Por
exemplo, a administracao pode ser realizada com um sistema
de administracao de medicamentos, como uma bomba de medicacao
programavel.

[0069] A administracao da fracao de lisado de

plaquetas da invencao também pode ser realizada por qualquer
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outro método conhecido pelo técnico versado no assunto, como
por exemplo, administracadao intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular ou intra-ocular, ou perfusao ou infusao de um
6rgao (isto é, infusdo direta de uma parte do tecido
cerebral).

[0070] A dosagem de exposicao utilizada para a
administracdo pode ser adaptada em funcdo de varios
parametros, e, em particular, em funcdo do modo de
administracao wutilizado, da patologia relevante ou da
duracao desejada do tratamento.

DEFINICOES

[0071] A definicao e explicacgdes abaixo sao para os
termos usados em todo o relatorio descritivo, incluindo a
relatdério e quadro reivindicatério.

[0072] Por "atividade neuroprotetora" ou
"neuroprotecao” entende-se preservagao da estrutura neuronal
e / ou funcao das células neuronais afetadas pela neurotoxina
em comparacgao com as células neuronais, que nao sao afetadas
pela neurotoxina. A neuroprotecao visa prevenir ou retardar
a progressdo da doenca e lesdes secundarias, interrompendo
ou pelo menos diminuindo a perda de neurdnios. Por exemplo,
refere-se a preservacdo do numero de neurdnios no estriado
e / ou na substédncia negra pars compacta de pacientes
afetados pela doenca de Parkinson em comparagao com pacientes
que nao sao afetados pela doenca de Parkinson.
Por "neurorestoration" entende-se compensacao de alteracdes
existentes e estimulacao da restauracao estrutural e
funcional da atividade nervosa lesada.

[0073] O termo "paciente" refere-se a um animal de
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sangue quente, mais preferencialmente um humano, que / que
estd aguardando ou recebendo cuidados médicos ou é ou sera
o objeto de um procedimento médico.

[0074] O termo "humano" refere-se a sujeitos de ambos
0s sexos e em qualquer estdgio do desenvolvimento (ou seja,
recém-nascido, lactente, juvenil, adolescente, adulto). Em
uma concretizacao, o humano é um adolescente ou adulto, de
preferéncia um adulto.

[0075] Os termos "tratar", "tratando" e
"tratamento", como aqui utilizados, destinam-se a aliviar ou
revogar uma condicdo ou doenca e / ou seus sintomas
associados.

[0076] Os termos "impedir", "prevenir" e
"prevengao", conforme aqui wutilizados, referem-se a um
método de retardar ou impedir o aparecimento de uma condicgao
ou doenca e / ou de seus sintomas associados, impedindo o
paciente de adquirir uma condigao ou doenga, ou reduzir o
risco de um paciente adquirir uma condicgao ou doencga.

[0077] O termo "quantidade terapeuticamente eficaz"
(ou mais simplesmente uma "quantidade eficaz") como aqui
utilizado significa a quantidade de fracao de 1lisado de
plaguetas da invencao que é suficiente para alcancar o efeito
terapéutico ou profildtico desejado no individuo ao qual é
administrado.

[0078] O termo "administracao", ou uma variante do
mesmo (por exemplo, "administracao"), significa fornecer a
fracdao de lisado de plaquetas da invencao, isoladamente ou
como parte de uma solugcdo farmaceuticamente aceitavel, ao

paciente em quem / qual a condigdo, sintoma, ou disturbio
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deve ser tratado ou prevenido.

[0079] A presente invencdo serd melhor compreendida
com referéncia aos seguintes exemplos e figuras. Estes
exemplos ©pretendem ser representativos de modalidades
especificas da invencao e nao pretendem limitar o escopo da
protecgao.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0080] A Figura 1 mostra a duracao do tratamento com
lisado de plaquetas e fracgdes de lisado de plaquetas. Lisado
de plagquetas (controle) e fragdes foram adicionados 1 hora
antes da erastina (A) ou 1lh, 3h, 6h e 8h apds a erastina
(B) .

[0081] A Figura 2 mostra o efeito neuroprotetor
medido por citometria de fracdes de 50kDa, H-50kDa, 30kDa,
H-30kDa, 10kDa, H-10kDa, 3kDa e H-3kDa. A viabilidade foi
medida pelo teste de iodeto de propidio e normalizada para
o controle (células ndo tratadas) +/- SEM (n = 1 para 50
kDa, 30kDa, 10kDa en = 2 para 3kDa).

[0082] A Figura 3 mostra o efeito neuroprotetor das
fragcbes de 50kDa, H-50kDa, 30kDa, H-30kDa, 10kDa e H-10kDa
medidas pela resazurina. Tratamento 1 hora antes da erastina
(E). A viabilidade foi medida e normalizada para o controle
(células nao tratadas) n = 1.

[0083] A Figura 4 mostra a via envolvida e efeito
neuroprotetor das fracdes 3kDa e H-3kDa medidas pela
resazurina. Tratamento 1 hora antes da erastina (E). 1iAkt:
Inibidor da Akt, E: Erastina. A viabilidade foi medida e

normalizada para o controle (células nado tratadas) +/- SEM
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[0084] A Figura 5 mostra o efeito neuroprotetor das
fracdes de 3kDa e H-3kDa medidas pela resazurina. Tratamento
das células LUHMES 1h, 3h, 6h ou 8h apds Erastin (E).

[0085] A Figura 6 mostra o efeito neuroprotetor
medido pelo ensaio citométrico da fragao H-3kDa. Tratamento
lh antes de Erastin (E). A viabilidade foi medida e
normalizada para o controle (células ndo tratadas) +/- SEM
(n = 4 para pHPL, H-pHPL, H-pHPL-GB en = 2 para H-3kDa

[0086] A Figura 7A mostra a evolucao do peso corporal
de ratos machos tratados por veiculo e preparacao diluida de
H-PPL. WT masculino: Tipo selvagem masculino, Tg masculino:
FVB-Tg masculino (Sodl * G86R), Veh: Veiculo.

[0087] Figura 7B mostra a evolucgao do peso corporal
de camundongos fémeas tratadas por veiculo e preparacao
diluida de H-PPL. Feminino WT: Feminino tipo selvagem,
Feminino Tg: Feminino FVB-Tg (Sodl * G86R), Veh: Veiculo.

[0088] A Figura 8 mostra a curva de sobrevivéncia de
ratos machos e fémeas tratados por veiculo e preparacao
diluida de H-PPL. Tg masculino: FVB-Tg masculino (Sodl *
G86R), Tg feminino: FVB-Tg masculino (Sodl * G86R).

[0089] A Figura 9A mostra a evolucgao do peso corporal
de ratos machos tratados trés vezes por semana por veiculo
e ©preparagcao de H-3kDa. WT masculino: Tipo selvagem
masculino, Tg masculino: FVB-Tg masculino (Sodl * G86R),
Veh: Veiculo.

[0090] A Figura 9B mostra a evolucgao do peso corporal
de camundongos fémeas tratadas trés vezes por semana por
veiculo e preparacgao de H-3kDa. Feminino WT: Feminino tipo

selvagem, Feminino Tg: Feminino FVB-Tg (Sodl * G86R), Veh:
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Veiculo.

[0091] A Figura 10 mostra a curva de sobrevivéncia
de camundongos machos e fémeas tratados trés vezes por semana
por veiculo e preparacao de H-3kDa. Tg masculino: FVB-Tg
masculino (Sodl * G86R), Tg feminino: FVB-Tg masculino (Sodl
* G86R) .

[0092] A Figura 11A mostra a evolugdao do peso
corporal de ratos machos tratados seis vezes por semana por
veiculo e preparacao de H-3kDa. WT masculino: Tipo selvagem
masculino, Tg masculino: FVB-Tg masculino (Sodl * G86R),
Veh: Veiculo.

[0093] Figura 11B mostra a evolucao do peso corporal
de camundongos fémeas tratadas seis vezes por semana por
veiculo e preparacgao de H-3kDa. Feminino WT: Feminino tipo
selvagem, Feminino Tg: Feminino FVB-Tg (Sodl * G86R), Veh:
Veiculo.

[0094] Figura 12 mostra a curva de sobrevivéncia de
camundongos machos e fémeas tratados seis vezes por semana
por veiculo e preparacao de H-3kDa. Tg masculino: FVB-Tg
masculino (Sodl * G86R), Tg feminino: FVB-Tg masculino (Sodl
* G86R) .

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
EXEMPLOS

[0095] As seguintes abreviagdes sao usadas em toda o
reltdério descritivo, figuras e reivindicacgdes:

[0096] Fracao 10kDa: lisado de plaquetas de fracao
10 kDa

[0097] Fracao 30kDa: lisado de plaguetas de fracao
30 kDa
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[0098] Fracao 3kDa: lisado de plaquetas de fracao 3
kDa

[0099] Fracao de 50kDa: lisado de plaquetas de fracao
de 50 kDa

[00100] Fracao H-10kDa: lisado de plaquetas tratado

termicamente; fracao de 10 kDa

[00101] Fragcao H-30kDa: lisado de plaquetas tratado
termicamente fracao de 30 kDa

[00102] Fracao H-3kDa: 1lisado de plaquetas tratado
termicamente; fracao de 3 kDa

[00103] Fracao H-50kDa: lisado de plaquetas tratado

termicamente fracao de 50 kDa

[00104] H-pHPL: lisado de plagquetas humano tratado
termicamente.
[00105] H-pHPL-GB: lisado de plaquetas humano

agrupado, misturado com contas de vidro (GB) e submetido a
tratamento térmico

[00106] HPL: lisado de plaguetas humano

[00107] H-PPL: Lisado de granulos de plaqgquetas

tratado termicamente

[00108] VCI: intra-cerebro-ventricular

[00109] PAS: solucao aditiva de plaquetas

[00110] PBS: solugao salina tampao fosfato

[00111] PC: concentrado de plaquetas

[00112] pPHPL: lisado de plaquetas humano reunido

[00113] PL: lisado de plaguetas

[00114] PPL: lisado de granulos plaquetdrios

[00115] PPLE: lisado de grénulos de plaguetas de PC
expirado
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[00116] PPLF: lisado de grénulos de plagquetas de PC
nao expirado

[00117] PRP: plasma rico em plaquetas

[00118] Hemdcias: gldbulos vermelhos
EXEMPLO 1 - Experimentos com lisado de plaquetas (PPL) como
material inicial de lisado de plaquetas

Materiais e métodos

1. Preparacdo do lisado de plaquetas e fragbes de lisado de
plaquetas

[00119] Os lisados de plaquetas foram obtidos de
concentrados de plaquetas (Etablissement Francais du Sang,
Lille, Franca). Apds centrifugacao a 4600 x g durante 20
minutos a temperatura ambiente, os grédnulos de plaquetas
foram lavados duas vezes e ressuspensos em PBS em 1/10 do
volume inicial. Em seguida, os grédnulos de plaquetas foram
congelados (nitrogénio) e descongelados (37 ° C) trés vezes

e centrifugados a 4600 x g por 20 minutos em temperatura

ambiente.

[00120] O sobrenadante, chamado "Lisado de gréanulos
de plagquetas" (PPL), foi coletado, dividido em aligquotas e
armazenado a —-80 ° C.

[00121] Uma parte do PPL foi tratada termicamente a

56 ° C por 30 minutos, depois centrifugada a 10000 xg por 15

o

minutos a 4 C e o sobrenadante, chamado “Lisado de pelotas
de plaquetas tratado termicamente” (H-PPL), foi aliquotado
e armazenado a —-80 ° C.

[00122] As fracbes de lisado de plaquetas foram
obtidas de PPL e H-PPL, realizando a etapa de fracionamento

usando tubos de ultrafiltracao Amicon Ultra -0,5, incluindo
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diferentes pontos de corte (Amicon Ultra-0.5 Filter Devices
centrifugos, Millipore).

[00123] Resumidamente, 500 ulL de PPL ou H-PPL sao
adicionados ao dispositivo de filtro inserido no tubo de
coleta e centrifugados a 14000 x g por 30 minutos a 4 ° C

com um rotor de adngulo fixo a 40 °

De acordo com o ponto de
corte utilizado, o filtrado ou a fracao de 1lisado de
plaquetas, que é a parte inferior mais baixa do que o ponto
de corte, ¢é denominada fracao de 50 kDa, fracao de 30 kDa,
fracdo de 10 kDa e fracao de 3 kDa, gquando obtida de PPL, e
denominada H- Fracgao 50kDa, fragcao H-30kDa, fragcao H-10kDa
e fracao H-3kDa, quando obtidas do H-PPL.
As diferentes fragdes de lisado de plaquetas foram entao

divididas em aligquotas e armazenadas a -80 °

C para outras
experiéncias.
2. Manutencdo e diferenciacdo de células LUHMES

[00124] As células LUHMES foram obtidas no
laboratério do Dr. Scholz (Universidade de Konstanz,
Alemanha) e cultivadas conforme descritol?.

[00125] Resumidamente, as células LUHMES
indiferenciadas foram propagadas usando frascos de cultura
de células pléasticas Nunclon ™ (Nunc, Roskilde, Dinamarca)
e placas de varios pogos pré-revestidos com 50 pg / mL de
poli-L-ornitina e 1 pug / mL de fibronectina (Sigma- Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) em agua por 3h a 37 ° C. Apds remocao da
solucao de revestimento, os frascos de cultura foram lavados
com agua destilada estéril e secos ao ar.

[00126] As células foram cultivadas a 37 ° C em uma

atmosfera umidificada de 95% de ar e 5% de C0O2. O meio de
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proliferacgao foi o meio Eagle modificado da Advanced Dulbecco
(Advanced DMEM) / F1l2 contendo 1 x N-2 suplemento
(Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha), L-glutamina 2 mM (Gibco,
Rockville, MD, EUA) e 40 ng / mL recombinante bFGF (Sistemas
de P&D). Ao atingir aproximadamente 80% de confluéncia, as
células foram dissociadas com uma solugao de tripsina a
0,025% (Gibco, Rockville, MD, EUA) e passadas a 3x106 células
/ baldo.

[00127] Para induzir células intoneuronais de
diferenciacdo, 2 x 10° LUHMES foram semeadas e crescidas em
um balao T75 em meio de proliferagao por 48 h, depois em
Advanced DMEM / F12 contendo 1 x N-2 suplemento, 2 mM de L-
glutamina (Gibco), 1 mM de dibutiril cAMP (Sigma-Aldrich),
1 png / mL de tetraciclina (Sigma-Aldrich) e 2 ng / mL de
GDNF humano recombinante (R&D Systems). Apds dois dias de
cultura em condicao de diferenciacao, LUHMES foram
cultivadas em placas de 24 pocos para outras experiéncias no
sexto dia.

3. Tratamento de células LUHMES

[00128] Todas as preparacdes de lisado de plaquetas
foram usadas a 5% v / v e foram testadas contra a morte
celular induzida por Erastin a 1,25 pM. Resumidamente, LUHMES
sao utilizados como descrito anteriormente e as diferentes
fragdes de lisado de plaquetas foram adicionadas ao meio 1
h antes do tratamento com erastina (E) ou 1, 3 6 e 8 h apds
Erastin (Figura 1).

4. Teste de viabilidade
[00129] A fim de quantificar a capacidade

neuroprotetora das diferentes fracgdes de lisado de
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plaquetas, a viabilidade das células LHUMES foi avaliada
pelo teste de citometria em 24 pocos usando incorporacgao de
iodeto de propidio (Figura 2) e comparada ao controle ou aos
diferentes lisados de plaquetas. O citdémetro usado para as
experiéncias é o modelo CyAn ™ com um laser de 488 nm (Beckman
Coulter).

[00130] A viabilidade também foi medida por um ensaio
de resazurina realizado em 96 pogos aos 7 dias de
diferenciacdo e 24h apds tratamentos com fracdes de 50kDa,
H-50kDa, 30kDa, H-30kDa, 10kDa e H-10kDa. O ensaio ¢&
realizado na cultura de células sem trissinitacao (Figura
3).

[00131] A fracao H-3kDa do lisado de plagquetas foi
avaliada separadamente pelo ensaio de resazurina, a fim de
determinar se a menor fracado produzida a partir do lisado de
pelotas de plaquetas induz a via de sinalizacao de Akt
(Figura 4). Assim, foi realizada uma experiéncia com inibidor
de Akt e o inibidor MK-2206 foi adicionado ao meio a 5 uM 1
h antes da exposicao a fragdes de 1lisado de plaqgquetas.
O tratamento com a fragcao H-3kDa do lisado de plaquetas foi
realizado lh antes da exposig¢ao ao Erastin e 1lh, 3h, 6h e 8h
apds a exposicadao ao Erastin
5. Dosagem de proteina

[00132] A concentragcdao de proteina foili medida em
diferentes amostras por um ensaio de proteina Lowry. Para
cada amostra, as medig¢des foram feitas em duplicado e as
concentragdes sao expressas em pg / upL.

6. Andlises estatisticas

[00133] Os resultados sao expressos como a média =+
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desvio padrao da média (MEV). As andlises estatisticas foram
realizadas usando ANOVA one-way apds verificacao da
distribuigcdo normal dos dados. Textos nao paramétricos de
Wilcoxon e Kruskal-Wallis foram realizados em caso de
distribuicdo nado normal. Um valor de p <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Resultados
[00134] 1. Dosagem de proteina
Concentragao Nimero Desvio SEM
(ng/nL) padrao

PPL 17.08 12 4.20 1.21
H-PPL 7.92 14 2.30 0.61
Fragao de 50 0.52 3 0.21 0.12
kDa
Fragcdao de H-
50 kDa 0.65 3 0.20 0.11
Fragao de 30 0.36 2 0.16 0.12
kDa
Fragao de H-
30 kDa 0.56 2 0.12 0.09
Fragdo de 10 0.41 2 0.22 0.16
kDa
Fragcdao de H-
10 kDa 0.55 3 0.26 0.15
Fragao de 3 0.36 7 0.09 0.04
kDa
Fragcdao de H-
3kDa 0.40 13 0.10 0.03

2. Capacidade de protecdo dos neurdénios dopaminérgicos

- Ensaio citométrico

[00135] Como mostrado na Figura 2, a viabilidade das
células LUHMES tratadas com Erastin diminui para
aproximadamente 30%. Assim, Erastin mata as células de
controle e isso nao foi observado quando as células LUHMES
foram tratadas concomitantemente por qualguer uma das
fragcbes de lisado de plaqgquetas.

[00136] De fato, nenhuma das fracgdes de 1lisado de
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plaguetas teve um efeito tdéxico para as células LUHMES.
Portanto, as fragcdes de lisado de plagquetas protegem as
células LUHMES da morte induzida por Erastin e exibem forte
efeito neuroprotetor.

— Ensaio de resazurina

[00137] Os resultados obtidos pelo teste citométrico
foram confirmados pela resazurina.

[00138] Como mostra a Figura 3 e Figura 4, a Erastina
mata eficientemente as células LUHMES e um tratamento com
fragcbes de lisado de plaquetas de acordo com a invencao 1 h
antes da exposigcao a Erastin protege as células LUHMES da
morte. Assim, as fracgdes de lisado de plaquetas sao capazes
de impedir o efeito tdéxico de Erastin e exibem efeito
neuroprotetor significativo.

[00139] Além disso, a Figura 4 também mostrou que a
fracdo H-3kDa do 1lisado de plaquetas envolve a via de
sinalizacao de Akt.

[00140] O efeito neuroprotetor também foi testado
quando a fracao 3H-kDa do lisado de plaquetas foi adicionada
apds a exposicao a Erastina e o resultado foi mostrado
(Figura 5) de que um tratamento com fragao H-3kDa do lisado
de plaquetas 1lh a 8h antes da exposigcdao a Erastina ainda
protege a célula LUHMES de morte.

3. Conclusao

[00141] As fragdes de lisado de plaquetas, de acordo
com a 1invencao preparadas com lisado de plagquetas como
material de partida sao capazes de proteger as células contra
a morte induzida por um neurotdxico e exibem um efeito

neuroprotetor eficaz. Este resultado foi validado com dois
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ensaios diferentes.

EXEMPLO 2 - Experimentos com o lisado de plaquetas humano

agrupado (pHPL) como material inicial de lisado de plaquetas.

1. Preparagcdo das fragcdes de 1isado de plaquetas humanas
reunidas (pHPL) e de lisado de plaquetas

[00142] O lisado de plaquetas humano agrupado (pHPL)
¢ obtido da Macopharma (Tourcoing, Franca) sob o nome de
lisado de plaguetas humano MultiPL'30®, referéncia
BC0190020.

[00143] Uma parte do pHPL foi submetida a tratamento
térmico a 56 ° C por 30 min e foi purificada por centrifugacao
(15 minutos, 10000 x g, 4 ° C) para obter o chamado HT-pHPL.
Outra parte do pHPL foi misturada com 0,5 g / mL de contas
de vidro (BEAD-002-1kg de 2 mm de didmetro, da Labbox) e
CaCl2 (concentracao final de 23 mM; C4901 pdé anidro de
cloreto de cédlcio, da Sigma—-Aldrich ) sob agitacdo durante
1 h. Isso levou a uma formacdo de coadagulo que foil removida
apdés a centrifugacao (6000 x g por 30 minutos a 22 ° C). O
sobrenadante foi aquecido a 56 ° C por 30 minutos e
centrifugado (10000 x g por 15 minutos a 4 ° C) antes das

o

aliquotas serem feitas e armazenadas a -80 C para uso
posterior. Este lisado de plaguetas assim obtido é chamado
H-pHPL-GB.

[00144] A fracao 3kDa do lisado de plagquetas tratada
termicamente foi obtida a partir de H-pHPL-GB usando tubos
de ultrafiltracao Amicon Ultra -0,5, incluindo diferentes
pontos de corte (Amicon Ultra-0.5 Filter Devices

centrifugos, Millipore).

[00145] Resumidamente, 500 pL de H-pHPL-GB sao
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adicionados ao dispositivo de filtro inserido no tubo de
coleta e centrifugados a 14000 x g por 30 minutos a 4 ° C

com um rotor de adngulo fixo a 40 °

De acordo com o ponto de
corte utilizado, o filtrado ou a fracao de 1lisado de
plaquetas tratado termicamente, que é a parte inferior mais
baixa que o ponto de corte, € chamado H-3kDa porque foi
obtido a partir de um lisado de plaquetas tratado
termicamente.

[00146] As fracdes de lisado de plaguetas foram entao

o

divididas em aliquotas e armazenadas a —-80 C para outras
experiéncias.
2. Manutencdo e diferenciacdo de células LUHMES

[00147] As células LUHMES foram obtidas e preparadas
como descrito no exemplo 1.
3. Tratamento de células LUHMES

[00148] A fracdo H-3kDa foi utilizada a 5% v / v e
foi testada contra a morte celular induzida por Erastin.
Resumidamente, LUHMES sdao usados como descrito anteriormente
e a fragao H-3kDa foi adicionada ao meio 1 h antes do
tratamento com Erastin (E).
4. Teste de viabilidade

[00149] A fim de quantificar a capacidade
neuroprotetora da fracao 3kDa do lisado de plagquetas tratado
termicamente, a viabilidade das células LHUMES foi avaliada
pelo teste de citometria em 24 pogos usando incorporacao de
iodeto de propidio e comparada ao controle ou aos diferentes
lisados de plaquetas. O citdbmetro usado para as experiéncias

é¢ o modelo CyAn ™ com um laser de 488 nm (Beckman Coulter).
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5. Dosagem de proteina

[00150] A concentracao de proteina foi medida em
diferentes amostras por um ensaio de proteina Lowry. Para
cada amostra, as medicdes foram feitas em duplicado e as
concentracgdes sdo expressas em pg / upL.
6. Resultados

— Dosagem de proteinas

Concentragdo | Nimero de Desvio
= SEM
(ng/uL) amostra padrao
pHPL 19.08 2 2.47 1.75
H-pHPL 18.51 2 1.20 0.85
pHPL-GB 18.65 2 0.62 0.44
H-pHPL-GB 17.31 2 1.58 1.12
H-3 kDa 0.09 2 0.02 0.02
- Capacidade de protecao dos neurdnios dopaminérgicos
[00151] Como mostrado na Figura 6, a viabilidade das
células LUHMES tratadas com Erastin diminui para

aproximadamente 50%. Assim, Erastin mata efetivamente as
células de controle e isso nao foi observado gquando as
células LUHMES foram tratadas concomitantemente com a fracao
H-3kDa.

[00152] Portanto, a fracao H-3kDa protege as células
LUHMES da morte por ferroptose e apresenta forte efeito
neuroprotetor.

[00153] Este exemplo exibe o potencial da fracao 3kDa
de lisado de plaquetas tratado termicamente de acordo com a
invencdo. Além disso, esta fraccdo foi obtida a partir de um
lisado de plaquetas humano reunido que oferece uma margem de
seguranca substancialmente mais elevada do que os lisados
de plaguetas humanos normais suspensos no plasma. Assim,
essa fracado de H-3kDa é mais adequada e mais eficiente para

uso em bioterapia, especialmente através da administracao do
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cérebro.

EXEMPLO 3 - Testes In Vivo

[00154] Todos os experimentos foram realizados de
acordo com os "Principios do Cuidado com Animais de
Laboratdério" (publicacao NIH 86-23, revisada em 1985) e com

o atual quadro legislativo e regulamentar da Franca e da
Unido Europeia sobre experimentacao em animais (Diretiva do
Conselho das Comunidades Europeias 86 / 609).

[00155] Os camundongos inscritos foram camundongos
FVB-Tg (Sodl * G86R) MlJwg / J dos laboratdérios JAX. Os
animais foram alojados em grupo (10 por gaiola) em uma sala
com temperatura controlada (22 + 2 ° C) com um ciclo de 12/12
horas de claro / escuro. Comida e agua foram fornecidas ad
libitum. Apds a recepgdao, o0s animais tiveram um periodo de
habituacao de 7 dias sem manipulacgao. A criacao foi realizada
nas instalagdes da SOPF e a genotipagem é realizada por gPCR
(da bidpsia da cauda). Os animais sao identificados com
brincos.

1. Protocolo experimental

[00156] Os ratos foram tratados e pesados aos 60 dias
de idade e foram avaliados duas vezes por semana (isto &,
peso corporal e neurocore) desde os 67 dias até a morte.

a. Neuroscore

- caminhar (0 = ok, 1 = uma Unica alteragao nas patas
traseiras, 2 = alteracao em duas patas traseiras),

- teste de suspensao da cauda (0 = ok, 1 = uma uUnica
retracao das patas traseiras, 2 = retracao de duas patas
traseiras)

- paralisia (0 = nao, 1 = sim)
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— Cifose (0 = nao, 1 = sim)
Escore maximo = 6 (escore moribundo)

b. Tratamento

[00157] Dos 75 dias até a morte, administracdes
diferentes de 1lisado de plaquetas versus veiculo sao
administradas trés vezes por semana (preparacdes 1 e 2) e
seis vezes por semana (somente preparacao 2) em homens e
mulheres com SODIm-FVB e WT-FVB. Os camundongos SODIm-FVB
sao camundongos transgénicos que superexpressam formas
mutantes do gene da superdéxido dismutase de cobre / zinco.
A dose de preparagao administrada foi de 20 plL intra-nasal
(i.n.).

c. Lisado de plaguetas testado

[00158] Trés preparacdes de lisado de plaquetas foram
testadas e sao descritas a seguir.

[00159] Preparacao 1l: H-PPL como descrito no exemplo

1, segao 1 e diluido a 50% em PBS (H-PPL diluido).

[00160] Preparacao 2: fracao 3kDa de 1lisado de

plaquetas tratado termicamente (fracao H-3kDa) preparada a
partir de H-PPL como descrito no exemplo 1, secao 1.

d. Grupos experimentais

[00161] Oito grupos foram constituidos da seguinte
forma:
Machos WT-FVB + wveiculo
Preparacdes para homens WTI-FVB + (H-PPL, H-PPL
diluido ou fracao H-3kDa)
» Machos SODIm-FVB + veiculo
» Machos SODIm-FVB + Preparacgao (H-PPL, H-PPL

diluido ou fragao H-3kDa)
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Fémea WT-FVB + veiculo
Fémea WT-FVB + Preparacao (H-PPL, H-PPL diluido ou
fragcao H-3kDa)
Fémea SODIm-FVB + veiculo
Fémea SOD1Im-FVB + preparacgao (H-PPL, H-PPL diluido
ou fracao H-3kDa)

2. Resultados

a. Preparacao 1: H-PPL diluido

— Peso corporal

[00162] Como mostrado nas Figuras 7A e 7B, os
tratamentos com H-PPL diluido néo tiveram efeito nos machos
e nas fémeas WT.

[00163] Em relacao ao declinio do peso corporal, nao
foi observada diferenca nos homens Tg. No entanto, em
mulheres Tg, o tratamento diluido com H-PPL mantém o peso
corporal no nivel inicial até o dia 95, com quase 10 dias de
diferengca com o grupo do veiculo e também atrasa o peso
corporal pré-mortem de 10 dias (D102-D112).

— Curva de sobrevivéncia

[00164] De acordo com o peso corporal, em Tg, as
fémeas tratadas com H-PPL diluido tiveram uma sobrevida
prolongada de D105 a D116 (11 dias mais). Esta diferenca nao
foi observada nos ratos Tg machos entre o veiculo e o grupo
tratado. (Figura 8)

b. Preparacao 2: Fracao H-3kDa

[00165] Administracao trés vezes por semana:

— Peso corporal

[00166] Como mostrado na Figura 9A, nos camundongos

WT, a fracao H-3kDa nao teve efeito no peso corporal
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masculino. Ao contrdrio dos machos, nas fémeas uma ligeira
diminuicado é observada logo apds o inicio do tratamento (D81)
e durante toda a sua duracao.

[00167] Em homens e mulheres Tg, nenhuma melhora é
observada no inicio da perda de peso corporal (compare com
camundongos Tg com veiculo), mas a fracao H-3kDa induziu um
atraso importante no peso corporal pré-mortem de 21 dias
para camundongos fémeas (de D105 a D126) e de 7 dias para
ratos machos (de D112 a D119) (Figura 9B).

— Curva de sobrevivéncia

[00170] Como mostra a Figura 10 e de acordo com o
atraso observado no peso corporal post-mortem, um tratamento
com fracao H-3kDa estendeu o tempo de sobrevivéncia em até
21 dias para as mulheres Tg (D109 a D130) e em até 7 dias
para os homens Tg (D116 a D123).

[00171] Administracao seis vezes por semana:

— Peso corporal

[00172] Como mostrado nas Figuras 11A e 11B, nos
camundongos WT, a fracao H-3kDa nao teve efeito no peso
corporal masculino e feminino.

[00173] Em homens e mulheres Tg, nenhuma melhora é
observada no inicio da perda de peso corporal (compare com
camundongos Tg com veiculo), mas a fracao H-3kDa induziu um
atraso no peso corporal pré-mortem de 11 dias para
camundongos machos (de D119 a D130). Este efeito nao ¢é

observado em Tg Female.

— Curva de sobrevivéncia

[00174] Como mostra a Figura 12, e de acordo com o

atraso observado no peso corporal post-mortem, um tratamento
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com fracadao H-3kDa estendeu o tempo de sobrevivéncia em até
21 dias para as fémeas Tg (D109 a D130) e em até 7 dias para
a Tg machos (D116 a D123).

3. Conclusao

[00175] Nao foi observada irritacdao nos tratamentos
com H-PPL diluido e H-3kDa.

[00176] Em relacdo as curvas de sobrevivéncia obtidas
com diferentes preparacgdes, pode-se observar que o efeito
depende do género animal.

[00177] Porém, a principal conclusao desse teste in
vivo é que o H-3kDa possui um excelente perfil de seguranca
e uma grande eficdcia com um efeito cléssico relacionado a
dose sexual. De fato, o tratamento com H-3kDa prolongou a
sobrevida em 7 dias em camundongos Tg machos e proporcionou
um aumento de cerca de 21 dias em camundongos Tg fémeas (90%
de melhoria em comparacao com os controles) e de cerca de 10
dias em camundongos Tg machos (48% melhoria em comparacao
com os controles). Esses resultados mostram o potencial da
fracdo 3kDa do lisado de plaquetas tratado termicamente de
acordo com a invencao, a fim de induzir a capacidade
neuroprotetora.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para preparar a fracao de 1lisado de
plaquetas, o referido processo caracterizado pelo fato de
que compreende as etapas de:

1) fornecer um lisado de plaquetas,

2) coletar por ultrafiltracao a referida fracao de
lisado de plaquetas, em gque os componentes exibem um peso
molecular maximo de 100 kDa.

2. Processo, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que o lisado de plaquetas
fornecido na etapa 1) € um lisado de granulos de plaguetas
ou um lisado de plaquetas humano agrupado.

3. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a etapa
de coleta é um fracionamento realizado por ultrafiltracao.

4. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que as
seguintes etapas sao executadas apds a etapa 1) e antes da
etapa 2):

— uma etapa de tratamento térmico do lisado de plaquetas
a uma temperatura de cerca de 50° C a cerca de 70° C durante
15 minutos a 45 minutos,

- uma etapa de centrifugacao do referido 1lisado de
plaquetas tratado termicamente e mantendo o sobrenadante
para a etapa de coleta.

5. Fracao de lisado de plaquetas caracterizada pelo
fato de que os componentes nela contidos exibirem um peso
molecular maximo de 20 kDa.

6. Fracdao de lisado de plaquetas, de acordo com a
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reivindicagao 5, caracterizada pelo fato de que ©os
componentes nela contidos exibem um peso molecular maximo de
10 kDa ou de 3 kDa e, de preferéncia, um peso molecular
maximo de 3 kDa.

7. Fracao de 1lisado de plagquetas, de acordo com a
reivindicagao 5 ou 6, caracterizada pelo fato de que possui
um conteudo de proteina inferior a 1,5 wug / ulL,
preferencialmente, inferior a 1,0 pg / upuL e mais
preferencialmente, inferior a 0,70 pg / plL.

8. Fracao de 1lisado de plaquetas, de acordo com a
reivindicagao 7, caracterizada pelo fato de que o contetdo
de proteina é de cerca de 0,05 pg / pL a cerca de 0,30 pg /
pL, e, mais particularmente, de cerca de 0,05 pg / pL a cerca
de 0,1 pg / pL.

9. Fracao de lisado de plaquetas, de acordo com a
reivindicagao 8, caracterizado pelo fato de que a referida
fracdo estd livre de fibrinogénio.

10. Fracao de 1lisado de plaquetas, conforme definido
por qualquer uma das reivindicag¢bes 5 a 9, ou preparada
conforme O Pprocesso definido por qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de gque é para
uso como um medicamento.

11. Fracao de 1lisado de plagquetas, de acordo com a
reivindicagao 10, caracterizado pelo fato de que ¢é no
tratamento de disturbios do sistema nervoso central.

12. Fracao de lisado de plagquetas, de acordo com a
reivindicagao 11, caracterizada pelo fato de que os
disturbios do sistema nervoso central sdo selecionados

dentre disturbios neurodegenerativos, disturbios
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neurovasculares, distirbios neuroinflamatdérios, disturbios
do desenvolvimento neuroldgico e insultos cerebrais.

13. Fracao de 1lisado de plaquetas, de acordo com a
reivindicagao 12, caracterizada pelo fato de que os
distuirbios do sistema nervoso central sdao um disturbio
neurodegenerativo selecionado entre esclerose multipla (EM),
doenca de Parkinson (DP), doenca de Huntington (HD),
esclerose lateral amiotrdéfica (ELA) , acidente wvascular
cerebral, degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI),
doenca de Alzheimer (DA), deméncia vascular, deméncia
frontotemporal, deméncia semdntica e deméncia com corpos de
Lewy e de preferéncia selecionados da doenca de Parkinson e
esclerose lateral amiotrdéfica.

14. Fracao de 1lisado de plaquetas, de acordo com a
reivindicagdo 13, caracterizada pelo fato de que os
disturbios neurodegenerativos sao selecionados da doencga de
Parkinson.

15. Fracao de lisado de plagquetas, de acordo com a
reivindicagao 14, caracterizada pelo fato de que o disturbio
é¢ um insulto cerebral selecionado a partir de hipdéxia ou
lesdo cerebral traumdtica.

16. Fracao de 1lisado de plaquetas, de acordo com
qualgquer uma das reivindicag¢des 10 a 15, caracterizada pelo
fato de que a fracadao de lisado de plaquetas é administrada
por via intranasal, intratecal, intra-ocular ou intra-
cerebroventricular.

17. Fracao de 1lisado de plaquetas, de acordo com a
reivindicagao 16, caracterizada pelo fato de que a fracgao de

lisado de plagquetas ¢ administrada por wvia intra-
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cerebroventricular, preferencialmente, fechada ao forame
intraventricular e, mais preferencialmente, no terceiro
ventriculo.

18. Fracao de 1lisado de plaquetas, de acordo com a
reivindicagao 17, caracterizada pelo fato de que a referida
fracdo de 1lisado de plaquetas ¢é adaptada para ser

administrada com uma bomba.
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RESUMO

PROCESSO PARA PREPARAR UMA FRACGCAO DE LISADO DE PLAQUETAS,

FRAQAO DE LISADO DE PLAQUETAS E SEU USO PARA TRATAR

TRANSTORNOS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A presente 1invengao se refere a um processo para
preparar uma fracao de lisado de plaquetas, o referido
processo compreendendo as etapas de: 1) fornecer um lisado
de plaquetas, 2) coletar o referido lisado de plagquetas em
uma fragao, em gue os componentes exibem um peso molecular
maximo de 100 kDa, em uma fracdo especifica de lisado de

plagquetas e seu uso como farmaco.
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