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METODO DE PREPARACAO DE UM PRODUTO DE TECIDO E USO DE UM
PRODUTO DE TECIDO

[001] Esse pedido reivindica prioridade de
acordo com 35 USC § 119 para o Pedido Provisdério dos Estados
Unidos Numero 61/899,647, que fol apresentado a 3 de novembro
de 2013, e que é incorporado por referéncia na sua totalidade.

[002] A presente revelacdo se refere em geral a
métodos de preparacdo e utilizacdo de matrizes de tecido sem
alguns ou todos os epitopos da galactose alfa-1,3-galactose.

[003] Varios produtos derivados de tecido sé&o
usados para reparar, regenerar, cicatrizar, ou de outro modo
tratar tecidos e 6rgdos doentes ou danificados. Tais produtos
podem incluir transplantes de tecidos intactos e/ou tecidos
parcialmente ou completamente descelularizados. Esses produtos
de tecido podem ser proporcionados a partir de véarias fontes
dadoras, incluindo  tecido colhido do receptor (i.e.,
autotransplantes), de outro membro da mesma espécie (i.e.,
alotransplantes), ou de uma espécie diferente (i.e.,
xenotransplantes) . Embora 0s autotransplantes e 0s
alotransplantes possam reduzir a possibilidade de rejeicéo
devido a expressdo de proteinas especificas da espécie no
tecido dador, essas fontes dadoras podem ser impraticaveis ou
incapazes de proporcionar material suficiente no momento da
utilizacdo cirutrgica.

[004] Assim, podem ser procuradas fontes de
xenotransplante alternativas. Um problema com a
xenotransplantacdo é que o dador pode expressar enzimas ou

outras proteinas no tecido que ndo sdo expressas pelo

Petica0 870190112702, de 04/11/2019, pég. 10/17
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receptor, aumentando a possibilidade de rejeicdo. P or
exemplo, animais (p. ex., seres humanos ou outros p rimatas)
gue ndo expressem a enzima UDP-galactose:beta-D-gal actosil-
1,4-N-acetil-D-glucosaminida-alfa-1,3-galactosil-tr ansferase
(“alfa-1,3-galactosiltransferase” ou “alfa-GT”), qu e catalisa

a formagédo do dissacarideo terminal da galactose al fa-1,3-
galactose (“alfa-gal”), podem exibir um aumento da resposta
imunologica e rejeicdo hiperaguda de xenotransplant es de
animais (p. ex., porcos ou outros mamiferos nao pri matas)
expressando o epitopo alfa-gal na superficie de cél ulas em um

transplante de tecido.

[005] A eliminacdo dos epitopos alfa-gal de um
produto de tecido pode diminuir a resposta imunolog ica contra
a composicao. U. Galili et al., J. Biol. Chem 263: 17755
(1988). Como tal, sdo necessarios métodos para a re mocéao de
epitopos alfa-gal de tecidos dadores destinados a s erem
implantados em receptores (p. ex., seres humanos) q ue nao

expressam epitopos alfa-gal.

[006] Assim, em varias modalidades de
realizacdo, sao revelados métodos para remocéao de a Ifa-gal de
um tecido descelularizado. Os métodos podem compree nder a
selecéo de pelo menos uma matriz de tecido contendo coldgeno
contendo porcdes de galactose alfa-1,3-galactose; e colocacao
em contato de pelo menos uma matriz de tecido com p elo menos
uma enzima proteolitica sob condi¢cdes suficientes p ara
remover porc¢des de galactose alfa-1,3-galactose do tecido.

[007] As enzimas podem incluir alcalase,
bromelaina, dispase, ou tripsina. E o método pode ¢ ompreender
ainda a realizacédo de um ensaio para determinar se as porcoes

de galactose alfa-1,3-galactose foram removidas da pelo menos



3/24

uma matriz de tecido contendo colageno.
[008] Produtos de tecido produzidos usando os
métodos sdo também proporcionados. Além disso, sao

proporcionados métodos de tratamento usando os prod utos de
tecido ou produtos de tecido produzidos através dos métodos
revelados. E ainda proporcionado um produto de teci do tratado

enzimaticamente. O produto de tecido pode incluir u ma matriz
de tecido acelular preparada a partir de um tecido contendo
colageno de tipo selvagem de suino, em que o tecido contendo

colageno foi  tratado  enzimaticamente  para  remover
substancialmente todas as por¢cdes de galactose alfa -1,3-

galactose do tecido usando uma protease que nao €

especificamente dirigida para por¢cdes de galactose alfa-1,3-
galactose. Em algumas modalidades de realizacéo, a matriz de
tecido € de um animal ndo primata que produz alfa-g alactose,
e a matriz de tecido foi ainda processada para remo ver
substancialmente ou completamente a alfa-galactose da matriz

de tecido contendo colageno.

[009] A pelo menos uma matriz de tecido
contendo colageno pode estar contida dentro de um t ecido
celular, e o método pode compreender ainda descelul arizacao
do tecido celular. Em algumas modalidades de realiz acao, a
matriz de tecido é completamente descelularizada; e a matriz

de tecido pode compreender uma matriz acelular.
[0010] Em algumas modalidades de realizacéo, a
enzima proteolitica remove porcdes de galactose alf a-1,3-
galactose sem danificar a pelo menos uma matriz de tecido.
[0011] Em algumas modalidades de realizacdo, o
ensaio compreende a medi¢cao de uma concentracao de porcdes de
galactose alfa-1,3-galactose. O ensaio pode compree nder um
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ensaio histoquimico ou um imunoensaio.
[0012]
alcalase e tripsina, e a protease € usada a uma con
variando de cerca de 0,0001% a cerca de 0,1% e dura
periodo de tempo variando de cerca de 0,5 horas a c
horas. A protease pode também incluir pelo menos um
bromelaina e dispase, e a protease € usada a uma co
variando de cerca de 10 unidades/litro a cerca de 2
unidades/litro e durante um periodo de tempo varian
cerca de 1 hora a cerca de 24 horas. O método pode
compreender a colocacdo em contato do tecido com um

galactosidase.

[0013] A pelo menos uma matriz de
contendo colageno pode compreender uma matriz de te
pelo menos um de o0sso, pele, tecido adiposo, derme,
intestino, bexiga urinaria, tenddo, ligamento, musc

fascia, vascular, neurologico, de vaso, de figado,

de pulméo, de rim, e de cartilagem. O tecido pode s

de um ou mais animais ou fontes de tecido diferente

menos uma matriz de tecido contendo colageno pode s

matriz de tecido suino tal como matriz de tecido dé

acelular suino.
[0014]

A protease pode incluir pelo menos uma de

centracao
nte um
erca de 24
a de
ncentracao
00
do de
ainda

a alfa-

tecido

cido de

ulo,
cardiaco,
er obtido
s. A pelo
er uma

rmico

O método pode ainda compreender a adigdo

de uma ou mais células viaveis e histocompativeis a 0 produto
de tecido, tais como células de mamifero, incluindo células
estaminais de mamifero.

[0015] Em algumas modalidades de realizagéo,
pelo menos um fator adicional selecionado a partir de um
agente anti-inflamatério, um analgésico, um fator d e
crescimento celular, um fator angiogénico, um fator de
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diferenciagdo, uma citocina, uma hormona, e uma qui mocina é
adicionado ao produto de tecido. O pelo menos um fa tor
adicional pode ser codificado por uma sequéncia de acido
nucleico contida em um vetor de expressao, que pode estar
contida em uma ou mais células viaveis e histocompa tiveis.

[0016] O método pode compreender ainda o
tratamento da pelo menos uma matriz de tecido conte ndo
colageno para reduzir a biocarga. O tratamento da p elo menos
uma matriz de tecido contendo colageno para reduzir a
biocarga pode compreender irradiacao do produto de tecido.

DESCRICAO DOS DESENHOS

[0017] As Figuras 1A-1H séao desenhos a preto e
branco ilustrando o0s resultados da coloragdo imuno-
histoquimica para porcbes alfa-gal com amostras de derme
acelular suina néao tratada (sem enzima usada para r emover
alfa-gal), e de derme acelular suina tratada com br omelaina,
alcalase, e tripsina, cada uma com e sem tratamento de alfa-
galactosidase, de acordo com os métodos do Exemplo 1.

[0018] A Figura 2 ilustra os resultados de
medi¢cdes de inibicdo de ELISA da percentagem de alf a-gal
restante em matrizes dérmicas acelulares como contr oles néo
tratados, e matrizes dérmicas acelulares tratadas c om vérias
enzimas.

DESCRICAO DE CERTAS MODALIDADES DE REALIZACAO
EXEMPLARES

[0019] Sera feita agora referéncia em detalhe a
certas modalidades de realizacdo exemplares de acor do com a
presente revelagdo, certos exemplos das quais sao i lustrados

nos desenhos acompanhantes.
[0020] Os titulos das secdes usadas aqui séo
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apenas para fins organizacionais e nado devem ser

interpretados como limitando o assunto descrito. To dos os
documentos, ou por¢cbes de documentos, citados no pr esente
pedido, incluindo, mas nédo se limitando a patentes, pedidos

de patente, artigos, livros e tratados, sao aqui

expressamente incorporados por referéncia na sua to talidade
para qualquer finalidade. Na medida em que as publi cacoes e
patentes ou pedidos de patente incorporados por ref eréncia
contradigam a invencdo contida na descricdo, a desc ricdo

substituira qualquer material contraditorio.

[0021] Nesse pedido, o uso do singular inclui o
plural a menos que especificamente indicado de outr a forma.
Também nesse pedido, o uso de “ou” significa “e/ou” a menos
que indicado de outra forma. Além disso, o uso do t ermo
“incluindo” bem como outras formas, tais como “incl ui’ e
“incluido”, ndo sao limitantes. Qualquer intervalo aqui
descrito sera compreendido como incluindo os limite s e
quaisquer valores entre os limites.

[0022] Sdo aqui divulgados métodos para a
preparacdo de produtos de tecido possuindo imunogen icidade
reduzida quando implantados em seres humanos ou pri matas nao
humanos através de remoc¢édo de algum ou de todos os epitopos
alfa-gal. Varios tecidos humanos ou de outro animal e varios
métodos podem ser usados para preparar 0os produtos de tecido.
Por exemplo, as composi¢cbes podem ser preparadas at ravés de
selecdo de um tecido de suino; opcionalmente descel ularizando
o tecido para produzir uma matriz de tecido contend o]
colageno; e expondo o tecido a uma ou mais protease S, p. ex.,
alcalase, bromelaina, tripsina, e/ou dispase, duran te um

periodo de tempo e a uma concentracdo suficientes p ara
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remover uma quantidade desejada de porcdes alfa-gal . Em
algumas modalidades de realizacdo, a remocao das po rcoes
alfa-gal pode ser medida e/ou confirmada apbés expos icdo a
protease. Em certas modalidades de realizagéo, a en zima pode
incluir uma enzima que ndo é uma alfa-galactosidase , l.e.,

nao é especifica para a clivagem da alfa-galactose.

[0023] Em varias modalidades de realizacdo, os
produtos de tecido podem compreender tecido intacto , matrizes
de tecido parcialmente ou completamente descelulari zado, e/ou
tecidos descelularizados que tenham sido semeados ¢ om uma ou
mais células. Em algumas modalidades de realizacéo, a remocao

de algum ou de todos os epitopos alfa-gal pode ser

confirmada, p. ex., através de medicao direta e com paracao da
concentracdo de alfa-gal na superficie de uma amost ra do
produto de tecido tratado com protease contra a con centracao
num tecido nédo tratado. Em algumas modalidades de r ealizacao,

a remocdo pode ser confirmada através de comparacéo da
resposta imunoldgica e/ou inflamatoria no tecido tr atado com

protease contra a resposta num tecido nao tratado.

[0024] Tal como aqui usado, o termo “matriz de
tecido” se refere a uma estrutura tridimensional de coldgeno
e proteina formando uma rede de fibras possuindo um a forma e
orientacdo semelhantes a forma e orientacdo de uma rede de
colageno e proteina verificada num tecido de ocorré ncia
natural. As células do tecido de ocorréncia natural podem ser
removidas para proporcionar uma matriz de tecido ac elular.

[0025] De acordo com varias modalidades de
realizacdo, os materiais e métodos aqui proporciona dos podem
ser usados para produzir um produto de tecido que s eja um

implante biocompativel (p. ex., um transplante de t ecido
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biocompativel). Tal como aqui usado, um implante

“biocompativel” € um que tem a capacidade de suport ar a
migracdo e proliferacdo de células nativas do tecid 0
circundante para um produto de tecido implantado e/ ou a ser

implantado sem indugdo de uma resposta imunoldgica

substancial. Tal como aqui usado, os termos “célula S nativas”
e “tecido nativo” significam as células ou o tecido presentes
no Orgado ou tecido receptor antes da implantacdo de um
produto de tecido, ou as células ou o tecido produz idos pelo

animal hospedeiro ap6és a implantacdo. Os implantes

biocompativeis podem suportar a atividade celular n ativa
necessaria para a regeneracao, reparacdo, cicatriza cdo ou
tratamento de tecidos e podem ndo desencadear uma r esposta
imunologica substancial que impeca tal atividade ce lular. Tal
como aqui usado, uma “resposta imunolégica substanc ial” € uma
que impede a regeneragcdo, reparacao, Ccicatrizacao, ou

tratamento parcial ou completo dos tecidos.

[0026] Os produtos de tecido produzidos de
acordo com os meétodos aqui discutidos podem ser usa dos, em
certas modalidades de realizacdo, para regenerar, r eparar,
substituir, cicatrizar, aumentar, reforcar, e/ou tr atar
tecidos nativos que foram danificados ou se perdera m devido a

varias doencas e/ou danos estruturais (p. ex., de

traumatismo, cirurgia, atrofia, e/ou desgaste e deg eneracao
de longo prazo). As composi¢cbes da presente revelag ao podem
também ser usadas, em certas modalidades de realiza ¢ao, para
fins cosméticos para reparar ou alterar a aparéncia ou o
toque de um tecido nativo. Os produtos de tecido pr oduzidos
usando o0s métodos aqui discutidos podem ter respost as

inflamatdrias ou outras respostas reduzidas e podem assim
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reduzir a possibilidade de rejeicdo de implantes (p . ex.,
devido a uma resposta imunolégica a epitopos xenogé nicos tais
como alfa-gal em um produto de tecido). Por exemplo , um
produto de tecido substancialmente livre de porcoes alfa-gal
pode ser usado como transplante de tecido, reduzind 0 assim o
risco de rejei¢cdo ou de uma resposta imunoldgica in flamatoria

ao transplante.
REMOCAO DE EPITOPOS ALFA-1,3-GALACTOSE

[0027] Em varias modalidades de realizacdo, os
epitopos alfa-gal podem ser removidos de um produto de tecido
antes da transplantacédo através de exposicdo do pro duto de

tecido a uma protease tal como alcalase, bromelaina ,

tripsina, ou dispase a uma concentracdo suficiente e durante
um periodo de tempo suficiente para remover uma qua ntidade
desejada de epitopos alfa-gal. Em algumas modalidad es de
realizacdo, a enzima protease € selecionada pela su a
capacidade para remover alfa-gal ao mesmo tempo que minimiza
os danos na matriz extracelular do tecido. Em algum as
modalidades de realizacdo, os métodos aqui sdo usad 0S para
remover alfa-gal sem danificar a matriz extracelula r do
tecido.
[0028] Em varias modalidades de realizacdo, as

enzimas, as concentracdes de enzima, e 0s tempos de

tratamento sdo também selecionados para controlar o utras
propriedades mecanicas ou bioldgicas. Por exemplo, as enzimas
e condicdes de tratamento podem ser selecionadas pa ra
produzir um produto de tecido com propriedades meca nicas ou
biol6gicas desejaveis, tal como descrito nos Pedido s U.S. co-

pendentes Numeros 13/457,791 e 14/019,274.
[0029] Em varias modalidades de realizacéo, os
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métodos aqui revelados podem ser usados para remove r uma
quantidade suficiente de porcbes alfa-gal de modo a que o
produto de tecido ndo induza uma resposta imunoldgi ca
substancial apo6s implantacdo. Em algumas modalidade s de
realizacdo, os métodos aqui revelados podem ser usa dos para
remover substancialmente todos os epitopos alfa-gal em um
produto de tecido (p. ex., pelo menos cerca de 95, 96, 97,

98, 99, 99,5, 99,9, ou 99,99%, ou 100%, ou qualquer

percentagem entre elas). Em algumas modalidades de

realizacdo, uma percentagem suficiente de epitopos alfa-gal é
removida de modo a que os produtos de tecido tenham uma
reducdo de pelo menos cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, ou 100% na inflamacgéo ou resposta imunologi ca apos a
implantacdo, em comparacdo com a resposta a um teci do nao
tratado (ou qualquer percentagem entre elas). Em al gumas
modalidades de realizacdo, uma percentagem suficien te de
epitopos alfa-gal € removida de modo a que os produ tos de
tecido tenham pelo menos cerca de 2, 3, 4, 5, ou ma is vezes
de reducdo da inflamacdo ou resposta imunoldgica, e m

comparacao com a resposta a um tecido néo tratado.

[0030] Os produtos de tecido aqui divulgados
podem compreender qualquer tecido adequado para imp lantacao
de um animal (p. ex., porcos ou outros mamiferos na o]
primatas) ap0s remocéao dos epitopos alfa-gal. Tecid 0 de umou
mais animais diferentes pode ser usado nos produtos de
tecido. O tecido pode ser, p. ex., um ou mais de fa scia,
tecido pericardico, dura, tecido adiposo, tecido do cordao
umbilical, tecido placentario, tecido de valvula ca rdiaca,
tecido de ligamento, tecido de tendao, tecido arter ial,

tecido venoso, tecido conjuntivo neural, tecido da bexiga
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urinaria, tecido de ureter, pele, tecido dérmico, t ecido
cardiaco, tecido dos pulmdes, tecido do figado, e t ecido
intestinal, entre outras fontes de tecidos exemplar es. Em
algumas modalidades de realizacdo, o tecido pode se r tecido

acelular, parcialmente descelularizado, e/ou descel ularizado

que tenha sido repovoado com células exbégenas, desd e que o
tecido mantenha pelo menos alguma da armacdo da mat riz

extracelular verificada no tecido nativo antes da
descelularizacdo. Se for utilizado um tecido descel ularizado,
esse pode ser descelularizado antes, ao mesmo tempo , OU apos
o tratamento para remover os epitopos alfa-gal.

[0031] Em algumas modalidades de realizacdo, o
tecido em um produto de tecido € proporcionado atra vés de
colheita de wuma fonte de tecido dadora. Em algumas
modalidades de realizacdo, o tecido colhido proporc iona uma
estrutura de armacdo extracelular porosa para a qua | as

células de tecido nativo circundante podem migrar e

proliferar apos implantacédo de um produto de tecido num local
hospedeiro. Em algumas modalidades de realizacéo, o tecido &
parcialmente ou completamente descelularizado.
Alternativamente, pode ser usada qualquer outra mat riz de
tecido descelularizada adequada. Por exemplo, séo d escritos
varios materiais de armacgdo biolégica por Badylak et al.,e
0os métodos da presente revelacdo podem ser usados p ara
produzir um produto de tecido usando qualquer um de sses
materiais, ou quaisquer outros materiais semelhante S. Badylak
et al., “Extracellular Matrix as a Biological Scaffold

Material: Structure and Function”, Acta Biomaterialia(2008),
doi:10.1016/j.actbio.2008.09.013, aqui  incorporada por

referéncia na sua totalidade.
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[0032] Em varias modalidades de realizacdo, os
epitopos alfa-gal podem ser removidos de um tecido em um
produto de tecido através de exposi¢cao a uma enzima protease,
tal como alcalase, bromelaina, tripsina, ou dispase a uma
concentracdo suficiente e durante um periodo de tem po
suficiente para remover uma percentagem desejada do S
epitopos. Por exemplo, uma amostra de tecido pode s er exposta
a alcalase e/ou tripsina a uma concentracao variand o de cerca
de 0,0001% a cerca de 0,1% (p. ex., cerca de 0,0001 , 0,0002,
0,0003, 0,0004, 0,0005, 0,0006, 0,0007, 0,0008, 0,0 009,
0,001, 0,005, 0,01, 0,05, ou 0,1%, ou qualquer perc entagem
entre elas). Em algumas modalidades de realizagéo, o tecido
pode ser exposto a de cerca de 0,0001% a cerca de O ,1% de
alcalase e/ou tripsina durante um periodo de tempo variando
de cerca de 0,5 horas a cerca de 24 horas (p. ex., cerca de
05,1,15,2,25,3,35,4,45,5,6, 7,8, 9, 10, 15,
20, ou 24 horas, ou qualquer periodo de tempo entre elas). Em
algumas modalidades de realizacdo, uma concentracao de enzima
maior é emparelhada com um tempo de incubagcédo mais curto, ou
uma concentracdo menor com um tempo de incubacdo ma is longo.
Em algumas modalidades de realiza¢do, a exposi¢céo a alcalase
e/ou tripsina pode ser a uma temperatura variando d e cerca de
15-40 °C.

[0033] Em outro exemplo, uma amostra de tecido
pode ser exposta a bromelaina e/ou dispase a uma co ncentracao
variando de cerca de 10 unidades/litro a cerca de 2 00
unidades/litro (p. ex., cerca de 10, 15, 20, 25, 50 , 75, 100,

125, 150, 175, ou 200 unidades/litro, ou qualquer
concentracdo entre elas). Em algumas modalidades de
realizacdo, o tecido pode ser exposto a de cerca de 10
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unidades/litro a cerca de 200 unidades/litro de bro melaina
e/ou dispase durante um periodo de tempo variando d e cerca de

1 hora a cerca de 24 horas (p. ex., cercade 1, 1,5 , 2, 2,5,
3,35,4,45,5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, ou 24 ho ras, ou
qualquer periodo de tempo entre elas). Em algumas m odalidades
de realizacéo, uma concentragdo maior de enzima é e mparelhada
com um tempo de incubagdo mais curto, e uma concent racao
menor com um tempo de incubacdo mais longo. Em algu mas
modalidades de realizacdo, a exposicdo a bromelaina elou
dispase pode ser a uma temperatura variando de cerc a de 15-40
°C.

[0034] Em varias modalidades de realizacdo, uma
vantagem da remocao de epitopos alfa-gal através da exposicao
de um tecido a uma ou mais de alcalase, bromelaina, tripsina,

e dispase € que essas enzimas servem também para al terar as
propriedades mecanicas do tecido, p. ex., para prop orcionar
um tecido exibindo um nivel desejado de flexibilida de e/ou
suavidade (tais como a suavidade e flexibilidade de um tecido

humano nativo que esta sendo substituido por um

xenotransplante). O uso dessas enzimas pode assim e vitar ou
reduzir a necessidade de passos separados de tratam ento para
remover alfa-gal e para alterar as propriedades mec anicas do
produto de tecido, se assim for desejado. Isso pode reduzir o
tempo de processamento para a preparacdo de um prod uto de
tecido e/ou reduzir o risco de danos nos tecidos du rante os
procedimentos de processamento e subsequente lavage m. Em
algumas modalidades de realizacdo, a concentracdo e /ou
duracdo da exposicdo a um ou mais de alcalase, brom elaina,

7

tripsina, elou dispase ¢é selecionada para remover

substancialmente epitopos alfa-gal e para produzir um produto
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de tecido possuindo um grau desejado de flexibilida de e/ou
suavidade.

[0035] Em certas modalidades de realizacdo, um
tecido exposto a uma ou mais de alcalase, bromelain a,
tripsina, e/ou dispase pode ser exposto a um ou mai S
tratamentos enziméticos ou quimicos adicionais para remover
mais epitopos alfa-gal ou outros antigenos indeseja veis, p.
ex., outros antigenos normalmente ndo expressos pel o animal
receptor e portanto suscetiveis de conduzir a uma r esposta
imunologica e/ou rejeicdo do produto de tecido impl antado.
Por exemplo, em certas modalidades de realizacédo, o tecido
pode ser tratado com alfa-galactosidase para remove r mais
porcoes alfa-galactose ( o-gal). Em outras modalidades de
realizacdo, pode ser usada qualquer concentracédo ad equada de
alfa-galactosidase e tampao, desde que seja consegu ida uma
remocado de antigeno suficiente. Além disso, certos métodos
exemplares de processamento de tecidos para reduzir ou
remover por¢cdes alfa-1,3-galactose sdo descritos em Xu et

al ., Tissue Engineering, Vol. 15, 1-13 (2009), que é aqui

incorporada por referéncia na sua totalidade.

[0036] A presenca ou auséncia de alfa-gal em

tecidos tratados pode ser avaliada de varias formas . Por
exemplo, em varias modalidades de realizagdo, pode ser
utilizada coloragdo imuno-histoquimica ou imunoensa ios tais
como ensaios ELISA. Tal coloragcdo pode incluir, por exemplo,

a ligacdo de anticorpo especifico para alfa-gal a u ma amostra
de tecido, e fazendo com que uma molécula reporter seja
formada (p. ex., através de ligacdo de uma enzima a o]

anticorpo usando um ou mais anticorpos adicionais).
PRODUTOS DE TECIDO DESCELULARIZADO
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[0037]
produto de tecido pode compreender um tecido intact
descelularizado de um mamifero ndo primata que expr
epitopos alfa-gal e do qual os epitopos alfa-gal fo
removidos através de exposicdo do tecido a uma ou m
enzimas protease, tais como alcalase, bromelaina, t
e/ou dispase. Em algumas modalidades de realizagé&o,
pode ser parcialmente ou completamente descelulariz
retém pelo menos alguns componentes da matriz extra
para a qual células nativas do tecido circundante d
produto de tecido implantado podem migrar e prolife
aumentando assim a velocidade ou o nivel global de
regeneracao, cicatrizacdo, ou tratamento do tecido
descelularizacdo pode ser feita antes, a0 mesmo tem
apos a exposicado do tecido a uma ou mais enzimas pr
tais como alcalase, bromelaina, tripsina, e/ou disp
uma modalidade de realizacéo, a descelularizacao &
eXposi¢cao a uma ou mais proteases.

[0038]
produto de tecido pode ser derivado de qualquer tec
seja adequado para descelularizacdo e

implantagdo. Tecidos exemplares incluem, mas n&o es
limitados a osso, pele, tecido adiposo, derme, inte

bexiga urinaria, tenddo, ligamento, muasculo, fascia
neurolégico, vaso, figado, coracdo, pulméo, rim, ca

e/ou qualquer outro tecido adequado. Em certas moda
realizagédo, o produto de tecido pode incluir um tec
descelularizado. Por exemplo, o produto de tecido p
incluir derme parcialmente ou completamente descelu

Em outras modalidades de realizacdo, o produto de t

subsequente

Em varias modalidades de realizacdo, um

0 ou
esse
ram
ais

ripsina,

o tecido
ado mas
celular

e um
rar,

reparacao,

nativo. A

po, e/ou
oteases,
ase. Em

feita apos

Em algumas modalidades de realizacdo, um

ido que

tdo
stino,
, tecido
rtilagem
lidades de
ido mole
ode
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compreender submucosa do intestino delgado parcialm ente ou

completamente descelularizada.

[0039] Métodos exemplares para descelularizacdo
de tecido sédo divulgados na Patente U.S. 6,933,326 e no
Pedido de Patente U.S. 2010/0272782, que sao aqui
incorporados por referéncia na sua totalidade. Em v arias
modalidades de realizacdo, 0s passos gerais envolvi dos na

producdo de wuma matriz de tecido parcialmente ou

completamente descelularizado incluem colheita de t ecido de
uma fonte dadora e remocdo das células sob condicde S que
conservem a funcdo biolégica e estrutural. Em certa S
modalidades de realizacdo, o tecido colhido pode se r lavado
para remover quaisquer crioprotetores residuais e/o u outros
contaminantes. As solucfes usadas para lavagem pode m ser
qualquer solucdo fisiologicamente compativel. Exemp los de
solucdes de lavagem adequadas incluem agua destilad a, solucao
salina tamponada com fosfato (PBS), ou qualquer out ra solucao

salina biocompativel.

[0040] Em certas modalidades de realizacdo, o
processo de descelularizacdo inclui tratamento quim ico para
estabilizar o tecido colhido de modo a evitar a deg radacao
bioquimica e estrutural antes, durante, ou apdés a r emocao das
células. Em véarias modalidades de realizacdo, a sol ucéo
estabilizante para e impede degradacdo osmotica, hi poxica,
autolitica, e/ou proteolitica; protege contra conta minacao
microbiana; e/ou reduz danos mecanicos que possam o correr
durante a descelularizagcdo dos tecidos que contenha m, por

exemplo, componentes de musculo liso (p. ex., vasos
sanguineos). A solucdo estabilizante pode conter um tampao

apropriado, um ou mais antioxidantes, um ou mais ag entes
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oncoticos, um ou mais antibiéticos, um ou mais inib idores de
proteases, e/ou um ou mais relaxantes dos musculos lisos.

[0041] Em varias modalidades de realizacdo, o
tecido é entdo colocado numa solucéo de descelulari zacao para
remover alguma ou todas as células viaveis (p. ex., células
epiteliais, células endoteliais, células de musculo liso, e
fibroblastos, etc.) da matriz extracelular sem dani ficar a
integridade biologica e/ou estrutural da matriz ext racelular.
A solucao de descelularizacdo pode conter um tampéao , sal, um
antibiotico, um ou mais detergentes (p. ex., TRITON X-100™,
dodecilsulfato de sodio, desoxicolato de soédio, mon o-oleato
de polioxietileno(20)sorbitano, etc.), um ou mais a gentes

para prevenir reticulacgdo, um ou mais inibidores de

proteases, e/ou uma ou mais enzimas apropriados.

[0042] Em certas modalidades de realizacdo, a
descelularizacdo remove completamente ou substancia Imente
todas as células normalmente presentes no tecido a partir do
qual o produto de tecido € derivado. Tal como aqui utilizado,
“substancialmente isento de todas as células” signi fica que o
produto de tecido contém menos de 20%, 10%, 5%, 1%, 0,1%,
0,01%, 0,001%, ou 0,0001% (ou qualquer percentagem entre
elas) das células que normalmente crescem dentro da matriz

acelular do tecido antes da descelularizagao.
[0043] Os produtos de tecido, tal como aqui
divulgados, podem compreender um ou mais elementos

compreendendo parcialmente  ou completamente  tecidos

descelularizados possuindo uma matriz de tecido ace lular e/ou
tecidos intactos que nao foram descelularizados. Nu ma
modalidade de realizacdo, o produto de tecido compr eende

elementos possuindo uma matriz de tecido dérmico ac elular. Em
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certas modalidades de realizagdo, o tecido descelul arizado é
selecionado a partir de um ou mais de fascia, tecid o]
pericardico, dura, tecido do corddao umbilical, teci do
placentario, tecido de valvula cardiaca, tecido de ligamento,
tecido de tendédo, tecido arterial, tecido venoso, t ecido
conjuntivo neural, tecido da bexiga urinaria, tecid o de
ureter, pele, tecido dérmico, tecido cardiaco, teci do de
pulmao, tecido de figado, e tecido intestinal.

[0044] Em certas modalidades de realizacéo, apos
a descelularizacdo de um tecido num produto de teci do,
células histocompativeis/viaveis podem ser opcional mente
semeadas na matriz do tecido acelular. Em algumas m odalidades
de realizacdo, células histocompativeis viaveis pod em ser
adicionadas as matrizes através de técnicas padrao de co-
cultura in vitro antes do transplante, ou através de
repovoamento in Vvivo apls o transplante. O repovoamento in
Vi vo pode ser através da migracdo de células nativas do
tecido circundante para dentro da matriz de tecido ou atraves
de infusdo ou injecdo de células histocompativeis o btidas a
partir do receptor ou de outro dador para a matriz de tecido
i n situ. Varios tipos celulares podem ser usados, incluind o]
células estaminais tais como células estaminais emb riondérias
e/ou células estaminais de adulto. Quaisquer outras células
viaveis que sejam histocompativeis com o paciente n o qual
estdo sendo implantadas podem também ser usadas. Em algumas
modalidades de realizacdo, as células histocompativ eis sao
células de mamifero. Tais células podem promover a migracao,
proliferagcéo, e/ou vascularizagéo do tecido nativo. Em certas
modalidades de realizacdo, as células podem ser dir etamente

aplicadas a matriz de tecido imediatamente antes ou

apos a



19/24

implantagéo.

[0045] Em algumas modalidades de realizagcédo, um
produto de tecido pode ser tratado para reduzir uma biocarga
(i.e., reduzir o numero de microrganismos que cresc em no
tecido). Em algumas modalidades de realizacao, o pr oduto de
tecido é tratado de modo a que ndo tenha substancia Imente
nenhuma biocarga (i.e., o produto de tecido é assép tico ou
estéril). Tal como aqui usado, “substancialmente to da a
biocarga” significa que a concentracdo de microrgan ismos
crescendo no produto de tecido € de menos de 1%, O, 1%, 0,01%,
0,001%, ou 0,0001% dos que cresciam antes do tratam ento da
biocarga, ou qualquer percentagem entre elas. Os mé todos de
reducao de biocarga adequados sao conhecidos de um habilitado
na arte e podem incluir a exposicao do produto de t ecido a
irradiacdo. A irradiacdo pode reduzir ou eliminar
substancialmente a biocarga. Formas de irradiacdo a dequadas
podem incluir radiacdo gama, radiacao por feixe ele troénico, e
radiacdo de raios-X. Outros meétodos de irradiacdo s ao
descritos no Pedido U.S. 2010/0272782, cuja divulga cao é aqui
incorporada por referéncia na sua totalidade.

[0046] Em algumas modalidades de realizagcédo, um
ou mais agentes adicionais podem ser adicionados ao produto
de tecido. Em algumas modalidades de realizagéo, o agente
adicional pode compreender um agente anti-inflamaté rio, um
analgésico, ou qualquer outro agente terapéutico ou benéfico
desejado. Em certas modalidades de realizacdo, o0 ag ente
adicional pode compreender pelo menos um fator de ¢ rescimento
ou de sinalizacdo adicionado (p. ex., um fator de c rescimento
celular, um fator angiogénico, um fator de diferenc iacao, uma
citocina, uma hormona, e/ou uma quimocina). Esses a gentes
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adicionais podem promover a migracao, proliferagéo,
vascularizagdo do tecido nativo. Em algumas modalid
realizacdo, o fator de crescimento ou sinalizacdo é
codificado por uma sequéncia de acido nucleico cont

vetor de expressao. De preferéncia, o vetor de expr

em uma ou mais das células viaveis que podem ser ad
opcionalmente, ao produto de tecido. Tal como aqui

o termo “vetor de expressao” se refere a qualquer ¢

de acido nucleico que seja capaz de ser absorvida p
célula, contém uma sequéncia de acido nucleico codi

uma proteina desejada, e contém as outras sequéncia
estimulad

nucleico necessarias (p. ex., promotores,

coddo de terminagdo, etc.) para assegurar pelo meno
expressdo minima da proteina desejada pela célula.

[0047]
acima, podem ser proporcionados embalados, congelad
liofilizados, e/ou desidratados. Em certas modalida
realizacdo, os produtos de tecido embalados sao est
exemplo, um conjunto pode compreender um produto de
hidratado,

instrucdes para a preparacao e/ou utilizagdo dos pr

congelado, liofilizado, e/ou desidratado
tecido.
EXEMPLOS
[0048] Os
ilustrar, e de forma alguma limitar, a presente div
TRATAMENTO ENZIMATICO DE PADM
[0049]

removendo fisicamente a epiderme e gordu

seguintes  exemplos

e dividida
subcutanea. O tecido dérmico remanescente foi desco

utilizando solugdes antibidticas. ApOs descontamina

Os produtos de tecido, tal como descrito

servem

e/ou

ades de

ida em um
essao esta
icionadas,
utilizado,
onstrucéo
or uma
ficando
s de acido
ores,

S

0s,
des de
éreis. Por
tecido
e

odutos de

para
ulgacao.

Pele de suino foi colhida em um matadouro

ra
ntaminado

¢céo, o
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tecido foi processado sob condi¢cdes assépticas.
[0050]

enzimas (bromelaina, alcalase, ou tripsina) durante o periodo

de tempo especificado. Tanto para alcalase como par a
tripsina, as concentragdes usadas variaram de 0,1% a 0,00039%
e o tempo de tratamento usado variou de 1 hora até de um dia
para o outro (provavelmente 16-18 horas). As temper aturas
usadas foram temperatura ambiente e 37 °C. Paraab romelaina,
as concentracfes usadas variaram de 25 unidades/Iit ro a 200
unidades/litro e o tratamento usado variou de 6 hor as até de
um dia para o outro (provavelmente 16-18 horas). As

temperaturas usadas foram temperatura ambiente e 37 °C. Para
cada uma das trés enzimas (alcalase, bromelaina e t ripsina),
concentracbes mais baixas e/ou tempos de tratamento mais
curtos provavelmente também ainda resultardo mas es ses nao
foram ainda testados. Geralmente, quanto menor for a
concentracdo, maior tera de ser o tempo de tratamen to para
que a ou as enzimas tenham um efeito sobre os tecid os. O
tratamento a 37 °C pode também aumentar a taxa e/ou a
atividade do tratamento enzimatico de modo a que po ssam ser
usadas concentracées mais baixas e/ou tempos de tra tamento

mais curtos.

[0051]
detergentes para
celulares e quimicos residuais foram removidos atra
lavagem em PBS. A matriz dérmica acelular de suino
resultante foi armazenada a temperatura ambiente at

pronta para uso.

PROCEDIMENTO DE DETECCAO DE ALFA-GAL

remover as células viaveis. Os res

[0052]

O tecido dérmico foi tratado com uma das

O tecido foi entdo descelularizado com

tos
vés de
(pPADM)

é estar

A presenca de alfa-gal pode ser detectada
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usando uma série de anticorpos e reagentes de detec cao
colorimétricos. Os tecidos sao primeiro preservados em uma
solugdo de sacarose e em seguida impregnado em um m eio de
impregnacdo (OCT) e congelados em azoto liquido. Os blocos
congelados contendo os tecidos foram entdo cortados em
seccdes finas (micron) usando um micrétomo criostat o e
colocados em uma lamina de microscopio. As laminas contendo
os tecidos foram bloqueadas com uma solucdo para ev itar
ligacdo ndo especifica e depois incubadas com um an ticorpo
primario, o qual € um anticorpo biotinilado que se liga
especificamente a residuos de alfa-gal. Apdés o prim eiro
anticorpo ser lavado, foi adicionado as laminas um segundo
anticorpo  (estreptavidina conjugada com peroxidase de
rabano). A estreptavidina no segundo anticorpo se | iga a
biotina no anticorpo primario. Apés um periodo de i ncubacao,
0 segundo anticorpo também foi lavado apdés o que um reagente
de detecdo (DAB) é adicionado as laminas. DAB depos ita uma
coloracdo castanha na lamina na presenca de peroxid ase de
rabano.

[0053] As Figuras 1A-1H estdo incluidas em
desenhos a preto e branco representativos da colora ¢ao imuno-
histoquimica para por¢cbes alfa-gal com derme acelul ar de
suino ndo tratada (sem enzima usada para remover al fa-gal)
(Fig. 1A), de amostras de derme acelular de suino t ratadas
com bromelaina (Figs. 1E-1F), alcalase (Figs. 1C-D) , €
tripsina (Figs. 1G-H), cada uma com e sem tratament o de alfa-
galactosidase, de acordo com os métodos do Exemplo 1. Tal
como mostrado, as amostras tratadas com bromelaina, tripsina,

e alcalase ndo mostram qualquer coloragao para porg Oes alfa-

gal.
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ENSAIO ELISA QUANTITATIVO DE INIBICAO

[0054] A avaliacdo quantitativa do teor de o-Gal
foi medida usando um ensaio ELISA de inibicdo. Véri as
matrizes dérmicas acelulares (ADM) foram picadas e incubadas
com anticorpo anti- o-Gal. Apés o periodo de incubacédo, o
sobrenadante contendo qualquer anticorpo né&o ligado foi
transferido para uma placa de 96 pocos revestida co m «-Gal. A
quantidade de anticorpo néo ligado presente no sobr enadante,
gue subsequentemente se ligou a placa de pocos, foi detectada
usando um anticorpo secundario conjugado com fosfat ase
alcalina seguido de substrato de deteccdo de fosfat o de p-
Nitrofenilo.

[0055] As ADM que contém niveis elevados de o-
Gal capturaram a maioria, se nao todos dos anticorp os anti- -
Gal deixando muito poucos no sobrenadante e assim u ma leitura
baixa na placa de pocos. Em contraste, as ADM que c ontém
baixos niveis de o-Gal capturam apenas niveis baixos, se 0s
houver, de anticorpos anti- o-Gal, deixando a maioria dos
anticorpos no sobrenadante. Assim, os sobrenadantes dessas
amostras produziram leituras muito altas na placa d e pocos.

[0056] As leituras das placas de pocos foram
normalizadas para ambos 0s controles positivos e ne gativos.

Uma vez que o-Gal estd ausente em tecidos humanos mas

presente em tecidos suinos, matrizes dérmicas acelu lares
humanas (hADM) e matrizes dérmicas acelulares suina s (pPADM)
sem tratamento de a-galactosidase foram utilizadas como o
controle negativo e controle positivo, respectivame nte. O
tratamento de pADM com o-galactosidase reduziu o teor de o-
Gal para aproximadamente 30% do da pADM néo tratada . O

tratamento com enzima (Alcalase ou Tripsina) de pAD M, na
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auséncia de o-galactosidase, reduziu o teor de o-Gal para
niveis comparaveis ou inferiores aos do tratamento de o-

galactosidase (Figura 3).

[0057] Os exemplos anteriores se destinam a
llustrar e de forma alguma limitar a presente revel acao.
Outras modalidades de realizacdo dos dispositivos e métodos
revelados serdo aparentes aos habilitados na arte a partir da
consideracdo da descricdo e pratica dos dispositivo s e

métodos aqui divulgados.
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REIVINDICACOES

1. METODO DE PREPARACAO DE UM PRODUTO DE TECIDO,
caracterizado por compreender

a selecdo de pelo menos uma matriz de tecido contendo
coldgeno contendo porgdes de galactose alfa-1,3-galactose; e

a colocacdo em contato da pelo menos uma matriz de
tecido com pelo menos uma enzima proteolitica selecionada a
partir de alcalase sob condigdes suficientes para remover
porcdes de galactose alfa-1,3-galactose do tecido.

2. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por pelo menos uma matriz de tecido contendo
coladgeno estar contida em um tecido celular, e em que o método
compreende ainda a descelularizagdo do tecido celular.

3. METODO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des 1 ou 2, caracterizado pela matriz de tecido ser
completamente descelularizada.

4. METODO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbes 1 a 3, caracterizado pela alfa-galactose ser
completamente removida da matriz de tecido contendo colégeno.

5. METODO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pela enzima proteolitica
remover porc¢des de galactose alfa-1,3-galactose sem danificar
pelo menos uma matriz de tecido.

6. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizado por compreender ainda a
realizacdo de um ensaio para determinar se as porgdes de
galactose alfa-1,3-galactose foram removidas de pelo menos uma
matriz de tecido contendo colageno.

7. METODO, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pela protease ser pelo

Peticé0 870200113428, de 08/09/2020, p4g. 5/10
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menos uma de alcalase, e a protease ser wusada a uma
concentracdo variando de 0,0001% a 0,1% e durante um periodo
de tempo variando de 0,5 horas a 24 horas.

8. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado por compreender ainda a
colocacédo do tecido em contato com alfa-galactosidase.

9. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 8, caracterizado por pelo menos uma matriz
de tecido contendo coldgeno compreender uma matriz de tecido
de pelo menos um de osso, pele, tecido adiposo, derme,
intestino, bexiga urinéaria, tendao, ligamento, musculo,
fascia, tecido wvascular, neurolégico, de wvaso, de figado,
cardiaco, de pulmédo, de rim, e de cartilagem.

10. METODO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des 1 a 9, caracterizado por pelo menos uma matriz
de tecido contendo coldgeno ser uma matriz de tecido suina.

11. METODO, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado por pelo menos uma matriz de tecido contendo
coldgeno consistir em uma matriz de tecido dérmico acelular
suino.

12. METODO, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 11, caracterizado por compreender ainda a
adigcdo de uma ou mais células viaveils e histocompativeis com
o produto de tecido.

13. USO DE UM PRODUTO DE TECIDO, caracterizado por
ser preparado através do método, conforme definido nas
reivindicagdes 1 a 12.

14. USO DE UM PRODUTO DE TECIDO, de acordo com a
reivindicacdo 13, caracterizado por ser na preparacdo de um

dispositivo para tratamento de um defeito em um tecido.

Peticéo 870200113428, de 08/09/2020, pég. 6/10
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