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(57) Resumo: ARCABOUCOS DE TECIDO DERIVADO DA MATRIZ EXTRACELULAR DO PRE-ESTOMAGO. A presente
invencao refere-se ao desenvolvimento de arcabougos de Matriz Extracelular (ECM) derivadas do pré-estdmago de um
ruminante. Tais arcabougos sédo Uteis em varias aplicagGes clinicas e terapéuticas, incluindo o reparo de lesdes, regeneracéo do
tecido e reconstrugdo da mama. Adicionalmente, a presente invencédo apresente métodos para o isolamento dos arcabougos de
ECM de drgaos de mamiferos, incluindo, mas néo limitados ao pré-estdbmago de ruminantes. Tais métodos incluem a geracéo de
um fluxo osrnético transmural entre os dois lados do tecido. A invencdo apresenta adicionalmente arcaboucos de ECM laminados
que contém um polimero posicionado entre folhas individuais de arcabougos de ECM. O polimero pode conter adicionalmente
moléculas bioativas para aperfeigoar a funcionalidade do arcabougo.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao para "ARCABOU-
COS DE TECIDO DERIVADO DA MATRIZ EXTRACELULAR DO PRE-
ESTOMAGO".

Pedidos Relacionados

Esse pedido reivindica prioridade para o Pedido Provisorio
U.S. N° 61/137.367, depositado em 30 de Julho de 2008 e para o Pedido
Provisério U.S. N° 61/172.671, depositado em 2 de Abril de 2009 Os contel-
dos completos dos pedidos anteriores estdo incorporados aqui por
referéncia.

Antecedentes da Invencao

A matriz extracelular (ECM) tem um papel importante no forne-
cimento do ambiente quimico e estrutural 6timos para o crescimento e rege-
neracao do tecido. Os arcabougos de ECM usados para regeneracgéo teci-
dual sdo preparados, tradicionalmente, a partir da derme decelularizada hu-
mana e de animal isolada de varios 6rgaos e a partir de uma variedade de
fontes de membrana submucosa e basal de animal. Esses arcabougos pro-
movem a regeneragao tecidual e sdo bem tolerados imunologicamente. As
composi¢ées comuns para enxerto de tecido submucoso sdo derivadas do
intestino delgado, da bexiga urinaria e do estémago glandular simples (veja,
por exemplo, U.S. 4.902.508, U.S. 5.554.389 e U.S. 6.099.567, cujos conte-
udos estéo incorporados aqui por referéncia).

Apesar dos avancos na producdo e uso de arcabougos de ECM,
a composicao ideal de arcabougo ainda nao foi identificada. O arcabouco
ideal ndo € alergénico, nao & carcinogénico, € mecanicamente estavel
sob estresse continuo, & adequadamente poroso para permitir a capila-
rizacao, capaz de estimular e direcionar o crescimento celular e vascu-
lar apropriado, de compatibilidade similar aguela do tecido do hospe-
deiro, resistente a infeccdo, ndo trombogénico, acessivel e capaz de
se tornar um analogo totalmente funcional do tecido original. Um arca-
bougo de ECM que possua essas propriedades podera ser (til em uma vari-
edade de aplicagées clinicas, incluindo o reparo de lesdes e regeneracéo de

tecido mole.
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Sumario da Invencio

A presente invencao refere-se a arcabougos de matriz extracelu-
lar derivados do pré-estdbmago de um ruminante, também referido aqui como
arcabougos de "Matriz de Pré-estdmago" (FM). Os arcabougos FM da inven-
¢ao fornecem inumeras vantagens sobre os arcaboucos de tecido anteriores
e sao Gteis em uma variedade de aplicagées clinicas e terapéuticas, incluin-
do o reparo de lesdes e regeneracao tecidual. Adicionalmente, a presente
invengao fornece métodos aperfeigoados de produgdo de arcaboucos de FM
de o6rgéos de mamiferos, incluindo, mas nao limitados ao pré-estémago de
ruminantes. Em modalidades particulares, os arcabougos de FM da invencao
podem ser derivados de um ruminante que pertenga ao género Capra, Bos,
Cervus ou Ovis, por exemplo, Capra aegagrus hircus, Bos faurus, ou Ovis
Aries.

Consequentemente, em um primeiro aspecto, a invengéo apre-
senta um arcabougo de tecido (um arcabougo de FM) que compreende a
ECM da submucosa prépria do rimen de um ruminante. Em uma modalida-
de particular, a submucosa propria € de rimen, o reticulo, ou o omaso do
ramen. Esses arcabougos de tecido possuem, tipicamente, uma superficie
luminal contornada. Os arcabougos de tecido de ECM da invencao podem
conter, adicionalmente, tecido decelularizado, incluindo porgées do epitélio,
membrana basal ou tinica muscular e combinacées das mesmas. Os arca-
bougos de tecido também podem compreender uma ou mais proteinas fibri-
lares, incluindo, mas néo limitadas a colageno |, colageno Il ou elastina e
combinag¢des das mesmas. Em outras modalidades, os arcaboucos de teci-
do podem compreender um ou mais fatores de crescimento, incluindo, mas
nao limitados a FGF-2, TGFb1, TGFb2 ou VEGF e combinagdes das mes-
mas. Em outras modalidades ainda, os arcabougos de tecido podem com-
preender um ou mais glicosaminoglicanos, incluindo, mas ndo limitados a
acido hialurénico e sulfato de heparan e combinagées das mesmas. Em ou-
tra modalidade, os arcabougos de tecido podem compreender uma ou mais
proteinas adesivas, incluindo mas nao limitadas a fibronectina, colageno IV

ou laminina e combinacfes das mesmas.
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Arcaboucos de FM da presente invencdo podem ser formatados
em uma vériedade de maneiras, tais como uma folha simples ou como uma
folha laminada que contém mdiltiplas folhas de FM. Em certas modalidades,
os arcabougos de FM podem compreender duas a 15 folhas laminadas. Tais
folhas laminadas podem ser mantidas juntas por pontos ou suturas. Alterna-
tivamente, as folhas laminadas podem ser mantidas juntas por um polimero
posicionado entre uma ou mais folhas. Em uma modalidade, as folhas lami-
nadas sao acopladas por pontos ou suturas e contém adicionalmente um
polimero posicionado entre uma ou mais folhas. Em uma modalidade, o ar-
cabougo de tecido laminado compreende um polimero posicionado entre
cada uma das folhas laminadas. O polimero pode ser intercalado entre as
folhas ou pode ser uniformemente distribuido como uma camada polimérica.
Qualquer polimero adequado pode ser usado nos arcabougos de FM da in-
vengao, incluindo, mas nao limitado a colageno, quitosana, alginato, alcool
polivinilico, carboximetil celulose, hidroxipropil celulose, € combinagdes das
mesmas.

Em uma modalidade particular, o polimero compreende adicio-
nalmente uma molécula bioativa, por exemplo, uma molécula pequena ou
um peptideo. A molécula bioativa pode estar ndo covalentemente incorpora-
da no polimero, por exemplo, como uma suspensao, encapsulada como par-
ticulas, microparticulas ou coloides ou como uma mistura das mesmas.
A molécula bioativa também pode estar covalentemente incorporada no po-
limero, usando qualquer quimica adequada para o acoplamento da molécula
bioativa no polimero. A molécula bioativa pode ser qualquer molécula tera-
peuticamente desejavel, tal como um fator do crescimento, um antimicrobia-
no, um analgésico, um hemostatico, um agente pré-angiogénico ou um a-
gente antiangiogénico. Em modalidades exemplificadoras, o polimero com-
preende um ou mais de FGF2, NGF, doxiciclina, amoxicilina e poli-L-lisina.

Em outra modalidade particular, os arcabougos de FM tém uma
largura de pelo menos 10 cm. Por exemplo, o arcabougo pode ter uma largu-
ra de pelo menos 10 cm e um comprimento de pelo menos 10 cm. Conse-

quentemente, certos arcabougos de FM podem ter uma area superficial de
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mais do que 100 cm?, por exemplo, 400 cm®. Em outra modalidade, o FM &
fluidizado ou micronizado.

Arcabougos de FM da invengdo geralmente possuem uma ten-
s&o biaxial maior do que os arcabougos obtidos de outras fontes gastrointes-
tinais ou urogenitais. Consequentemente, em uma modalidade particular, os
arcaboucos de FM possuem uma tensédo biaxial média de pelo menos 80 N
ou mais.

Os arcaboucos de tecido da invengdo podem ser usados em
multiplas aplicagbes incluindo, mas n&o limitadas a cobrir uma falta de tecido
e reforgar um tecido mole. Em uma modalidade particular, a falta de tecido
ou o tecido mole tém uma largura de pelo menos 10 cm. Em outra modalida-
de, a falta de tecido ou o tecido mole tém uma largura de pelo menos 10 cm
e um comprimento de pelo menos 10,cm. Em outra modalidade, a falta de
tecido ou o tecido mole tém uma area Juperﬁcial de pelo menos 100 cm?.

Consequentemente, em outro aspecto, a invengéo apresenta um
método para induzir o reparo de um tecido danificado, compreendendo con-
tatar o tecido danificado com um arcabougo de FM da invengao, por exem-
plo, um que compreenda a ECM da submucosa prépria de um ruminante. A
invencao apresenta adicionalmente um método para estimular a regenera-
cao de um tecido mole, compreendendo contatar o tecido mole com um ar-
cabougo de FM da invengao.

Quando um arcabougo de FM é colocado em contato com um
tecido, o arcabouco de FM pode aumentar a proliferacao de células localiza-
das proximo do arcabougo. Adicionalmente, o arcabougo de FM pode pro-
mover a vascularizacdo dentro do tecido ao qual ele se adere. Consequen-
temente, em outro aspecto, a invengao fornece um método para estimular a
proliferagdo de celulas em um tecido, compreendendo contatar o tecido com
um arcabouco de FM, tal que a proliferagédo celular seja estimulada. A inven-
cao fornece adicionalmente um método para induzir a vascularizagao de um
tecido, compreendendo contatar o tecido com um arcabougo de FM, tal que
a vascularizagao ocorra dentro do tecido.

Em um aspecto, a invengdo apresenta um dispositivo implantavel
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de arcabougo de tecido para apoiar o tecido da mama dentro de um paciente,
em que o dispositivo compreende a matriz extracelular da submucosa prépria
do rimen de um ruminante. O tecido da mama pode compreender uma préte-
se mamaria, isto €, um implante mamario. O dispositivo de arcabougo de teci-
do pode ser formatado como uma folha laminada que compreende duas ou
mais camadas de matriz extracelular. Em uma modalidade particular, a folha
laminada compreende 2 a 15 camadas de matriz extracelular.

O dispositivo de arcabougo de tecido pode ser plano ou ele pode
ter uma concavidade. Em uma modalidade, as camadas da matriz extracelu-
lar do dispositivo podem ser mantidas unidas por pontos ou suturas. A matriz
extracelular pode ser perfurada ou ela pode nao ser perfurada. Em algumas
modalidades, o dispositivo tem a forma de um crescente. Em outras modali-
dades, o dispositivo tem uma forma eliptica.

Em outro aspecto, a invengdo fornece um método de sustentar o
tecido da mama dentro de um paciente, que compreende posicionar o dispo-
sitivo de arcabouco de tecido anterior dentro do paciente em uma posicéo de
suporte em relagcao ao tecido da mama. Em uma modalidade, o tecido da
mama compreende uma protese mamaria. Em outra modalidade, o tecido da
mama compreende tecido nativo. Em uma modalidade particular, o posicio-
namento do arcabougo de tecido compreende revestir as segoes inferior e
laterais do tecido da mama.

Em outro aspecto, a invencgao fornece um arcabougo de tecido
que compreende duas ou mais folhas de matriz extracelular, laminadas por
um polimero posicionado entre as folhas. O arcabougo pode compreender a
matriz extracelular da submucosa de um tecido selecionado do grupo que
consiste em intestino delgado, estémago, bexiga, pericardio e derme. Em uma
modalidade particular, a matriz extracelular compreende colageno. O polime-
ro pode compreender colageno, quitosana, alginato, alcool polivinilico, car-
boximetil celulose, hidroxipropil celulose, e combinagdes das mesmas.

Em uma modalidade particular do aspecto anterior, o polimero
compreende também uma molécula bioativa. A molécula bioativa pode estar

nao covalentemente ou covalentemente ligada ao polimero. Em uma moda-



10

15

20

25

30

6/92

lidade, a molécula bioativa pode ser uma molécula pequena ou um polipep-
tideo, por exemplo, um fator do crescimento, um antimicrobiano, um analgé-
sico, um hemostatico, um agente pré-angiogénico, um agente antiangiogéni-
co ou combinactes das mesmas. Moléculas bioativas exemplificadoras in-
cluem FGF2, NGF, doxiciclina, amoxicilina, poli-L-lisina e combinacdes das
mesmas.

Em outro aspecto, a presente invengdo fornece métodos para a
geracao de arcabougos de tecido de ECM pela separagio e/ou decelulariza-
¢do das camadas dentro de todo ou de uma porgdo de um tecido. O método
envolve criar um fluxo osmético transmural entre os dois lados do tecido, tal
que as camadas dentro de todo ou de uma porgao do tecido sao separadas
efou decelularizadas. O fluxo osmético transmural pode ser direcionado do
lado luminal para o abluminal de todo ou de uma porgdo do tecido ou do lado
abluminal para o luminal de todo ou de uma porg¢éo do tecido. Isso pode ser
obtido, por exemplo, pela separagéo do tecido entre uma solugao hiperténica
e uma hipotdnica, tal que o fluxo osmético transmural seja direcionado da
solucdo hipoténica para a solugdo hiperténica. O método pode envolver adi-
cionalmente a remocao de todo ou de parte de uma camada do tecido inclu-
indo o epitélio, membrana basal ou tinica muscular € combinacées das
mesmas.

Em uma modalidade particular, o método da invengdo envolve
encapsular uma primeira solugao dentro de um érgéo ou tecido (ou uma por-
¢ao desses) e imergir o 6rgao ou tecido (ou uma porgdo desses) em uma
solugdo que & hiperténica em relagao a primeira solugdo. Esse método pode
envolver adicionalmente a remocgéo do 6rgéao ou tecido da segunda solugio
e a imersao do érgdo ou tecido ou de uma porgdo desses, em uma terceira
solugdo que também € hiperténica em relagédo a primeira solugéo a fim de,
por exemplo, adicionalmente decelularizar o tecido.

Em uma modalidade alternativa, o método compreende encap-
sular uma primeira solugéo dentro de um 6rgéo ou tecido (ou uma porgéo
dos mesmos) e imergir o 6érgdo ou tecido (ou uma porgcido dos mesmos) em

uma solugdo que & hipoténica em relagdo a primeira solugio, opcionalmente
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seguido pela imersdo do 6rgao ou tecido ou de uma porgdo dos mesmos,
em uma terceira solugdo que também é hipoténica em relagdo a primeira
solugao.

As solugdes hipertonica e hipoténica podem incluir, por exemplo,
agua e opcionalmente pelo menos um tampao, detergente ou sal. A solugéo
hiperténica contém uma concentragao de soluto maior do que a solugéo hi-
potdénica. Em uma modalidade particular, a solugéo hiperténica compreende
NaCl 4 M e a solugéo hipoténica compreende Triton X-200 0,028% e EDTA
0,1%. Em outra modalidade particular, a solugdo hipoténica compreende
SDS 0,1%. Em outra modalidade ainda, a solugdo hipoténica compreende
Triton X-200 0,028%, EDTA 0,1% e SDS 0,1%.

Os métodos da invengdo podem ser realizados em baixas tem-
peraturas de, por exemplo, 4°C ou menos (por exemplo, entre cerca de 2°C
e cerca de 4°C). Os métodos da invengdo podem, alternativamente, ser rea-
lizados em temperatura ambiente ou préximo dela (por exemplo, entre cerca
de 18°C e cerca de 24°C). Os métodos também permitem que as camadas
de tecido sejam separadas e decelularizadas em um periodo de tempo mais
curto do que € possivel usando outros métodos. Em modalidades particula-
res, as camadas de tecido sdo separadas e decelularizadas em 36 horas ou
menos, mais preferivelmente em 24 horas ou menos. Em outras modalida-
des, as camadas de tecido sdo separadas e decelularizadas em 6 horas ou
menos (por exemplo, em 5 horas ou menos, 4 horas ou menos ou 3 horas
ou menos).

Os métodos da invengao podem ser empregados com qualquer
fonte de tecido ou 6rgdo adequados. Em uma modalidade particular, o tecido
compreende um epitélio escamoso estratificado queratinizado. Em outras
modalidades particulares, o tecido € derivado do rimen de um ruminante,
por exemplo, um animal que pertence aos géneros Capra, Bos, Cervus e
Ovis. Em outras modalidades ainda, o tecido € derivado do rimen, do reticu-
lo ou do omaso do pré-estémago. Tais tecidos podem ser opcionalmente
distendidos para aumentar o fluxo osmético transmural através das camadas

do tecido, facilitando adicionalmente a separagao e a decelularizacéo.
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Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1 é uma secao transversal de (A) parede do pré-
estdmago e (B) parede do estdmago glandular, ambas e um estado nao pro-
cessado e depois do processamento STOF.

Figura 2 ilustra dois formatos exemplificadores de arcaboucgos
de FM dteis no aumento, reconsirucao da mama ou mastopexia. (A) ilustra
um arcabouco em formato de crescente. (B) ilustra um arcabougo em forma
eliptica.

Figura 3 ilustra uma modalidade de um método de processa-
mento de um érgdo pelo estabelecimento de um fluxo osmético transmural
através do orgéo.

Figura 4 ilustra uma modalidade exemplificadora do processa-
mento de um tecido usando STOF para produzir um arcabougo de FM dece-
lularizado com a membrana basal fraturada.

Figura 5 mostra o contetdo total de acido nucleico do tecido an-
tes e depois do processo STOF.

Figura 6 mostra o relacionamento linear entre a area da superfi-
cie do tecido do pré-estdmago e aumentos no volume total do pré-estomago
depois do processo STOF.

Figura 7 mostra a alteragdao no peso do tecido como resultado
de fluxo osmético transmural. O fluido que passa através e por dentro do
tecido resultou em ganho de peso ja que a hidratagdo do tecido aumentou.

Figura 8 mostra a detecc¢ao por Western blot de laminina em so-
lugdes STOF no término do processo STOF.

Figura 9 apresenta os resultados do teste Ball Burst, mostrando
a tenséo relativa de FM.

Figura 10 ilustra graficamente a tensao ball burst de produtos de
FM multicamadas de ovino. A tensao biaxial de produtos de FM com uma ou
multiplas camadas de ovino foi determinada usando o Test Ball Burst de a-
cordo com ASTM D 3797-89 "Standard Test Method for Bursting Strenght of
Knitted Goods, Constant-Rate-of-Transverse (CRT) Ball-burst Test", usando

um analisador eletromecéanico Instron série 5800, equipado com uma gaiola
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de compressao ball-burst, através do que uma bola de aco inoxidavel & em-
purradé contra o material de teste em uma taxa de alimentacdo de 305 +/-
13 mm/min, até romper. Uma célula de carga de 1 kN foi usada para regis-
trar a carga de compressdo maxima na ruptura (N). As barras de erro repre-
sentam o erro padréo de pelo menos cinco amostras.

Figura 11 ilustra uma comparagao da carga de compressdo ma-
xima normalizada de produtos para implante de FM com 4 camadas de ovino
e comercialmente disponiveis. As barras de erro representam o erro padrao
de pelo menos cinco amostras ou dos dados publicados.

Figura 12 apresenta os resultados do teste Uniaxial, mostrando
a tensao relativa de FM.

Figura 13 apresenta uma comparagéo da tenséo de produtos de
FM com uma e miitiplas camadas de ovino. (A) Carga maxima na ruptura
(N); (B) Rigidez tangencial maxima (N/mm); (C) Alongamento maximo (mm);
(D) Moduilo de elasticidade (de Young) (GPa); (E) Tensdo de escoamento
(MPa); e (F) espessura. A carga maxima até a ruptura de produtos com uma
e multiplas camadas foi determinada usando um analisador eletromecanico
Instron série 5800. Varios materiais foram cortados como amostras na forma
de osso de cachorro com uma largura de 0,6 cm. As amostras foram pinca-
das com uma distancia de 7,5 cm e alongadas em uma taxa de 25,4 mm/min
até romperem. A carga (N) foi registrada usando uma célula de carga de 500
N. A rigidez foi calculada a partir da inclinagao da curva de carga (N) versus
alongamento (mm). A curva de carga versus alongamento foi transformada
em uma curva de tensdo (N/m?) versus deformagao, usando uma éarea da
secao transversal calculada a partir da espessura do produto. A inclinacao
dessa ultima curva foi usada para calcular o modulo de elasticidade ou moé-
dulo de Young (GPa). As barras de erro representam o erro padrdo de pelo
menos cinco amostras.

Figura 14 apresenta uma comparagio da tensio de cedéncia de
produtos de FM de ovino com 1 e duas camadas com produtos durais para
reparaga@o comerciais. As barras de erro representam o erro padrio de pelo

menos cinco amostras ou dos dados publicados.
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Figura 15 representa uma comparacgdo da tensdo de retengdo
da sutura de produtos de FM de ovino com miiltiplas camadas. Amostras de
produtos de FM de ovino com multiplas camadas foram testados quanto a
retengao da sutura de acordo com as ANSI/AAMI VP20-1994 Guidelines for
Cardiovascular Implants Vascular Prostheses Measured in Newton's. As su-
turas foram feitas em amostras de 4 cm x 2,5 cm, usando uma sutura com
uma profundidade de 2 mm. A carga na ruptura foi registrada usando um
analisador eletromecanico Instron série 5800, equipado com uma célula de
carga de 100 N usando uma taxa de avanco de 100 mm/min. A carga na
ruptura foi definida como uma reducao de 90% na carga observada. A ex-
tremidade livre da amostra foi segura com um alicate de pressao de 25 mm
enquanto que a sutura foi acoplada a bracadeira oposta através de um gan-
cho de ago inoxidavel. As barras de erro representam o erro padrao de pelo
menos seis amosiras.

Figura 16 apresenta uma comparagdo da tensdo de retencgio
normalizada da sutura de produtos de FM de ovino e produtos durais para
reparacao. Os erros representam os erros padronizados de cinco amostras
independentes ou dos dados publicados.

Figura 17 representa uma comparagéo da tensao de retencao
normalizada da sutura de produtos de FM de ovino com 4 camadas e matri-
zes para implante comercialmente disponiveis. Os erros representam os er-
ros padronizados de pelo menos cinco amostras ou dos dados publicados.
Nenhum erro relatado para Surgisis®. Alloderm® e Strattice® testados com
uma profundidade de 10 mm, FM de ovine com 4 camadas e Surgisis® tes-
tados com uma profundidade de 2 mm.

Figura 18 apresenta um exemplo do esbogo de lesbes excisio-
nais de espessura total feitas no dorso de um porco durante o decorrer de
um estudo de cicatrizagcdo de lesdo em porcinos.

Figura 19 apresenta a persisténcia de arcabougos de ECM em
tecidos de bi6psia retirados durante o decorrer de um estudo de cicatrizagéo
de lesao.

Figura 20 ilustra graficamente a quantificacdo da proliferacao
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celular durante a cicatrizacdo de uma leséo. O tecido lesionado foi fratado
com FM de ovino (1 camada, duas camadas), SIS ou néo foi tratado e o na-
mero total de células positivas para Ki67 em trés quadros de 40 x feitos a
partir da camada epitelial e trés quadros de 40 x feitos a partir da camada
dérmica em regeneragdo foi contado usando IHC e métodos digitais.
**P<0,01 significAncia em relagdo ao controle nao tratado usando one-way
ANOVA.

Figura 21 ilustra graficamente a quantificacdo de vasos sangui-
neos no tecido lesionado tratado com FM de ovino (1 camada e duas cama-
das), SIS ou tecido lesionado que nao foi tratado. (A) ilustra o nimero médio
total de vasos sanguineos contados por quadro, analisados para cada biép-
sia de tecido. As barras de erro representam os erros padronizados das 20
biépsias analisadas para cada grupo de tratamento nos pontos de tempo
indicados. **P<0,01 e *P<0,05 significancia em relagéo ao controle no tra-
tado, usando one-way ANOVA. (B) ilustra o nimero de vasos sanguineos
(pequenos, medios e grandes) como uma propor¢aoe do total de vasos san-
guineos observados para cada um dos tratamentos, nos pontos de tempo
indicados. (C) ilustra o nimero médio de vasos sanguineos pequenos (300 a
500 pm?), contados por quadro. As contagens foram calculadas como a mé-
dia de todos os quadros analisados dos cinco animais sob estudo. As barras
de erro representam os erros padronizados dos 20 quadros analisados para
cada grupo de tratamento nos pontos de tempo indicados. (D) ilustra o nu-
mero médio de vasos sanguineos médios (500 a 1500 pm?), contados por
quadro. As contagens foram calculadas como a média de todos os quadros
analisados dos cinco animais sob estudo. As barras de erro representam os
erros padronizados dos 20 quadros analisados para cada grupo de trata-
mento nos pontos de tempo indicados. (E) ilustra o nlimero médio de vasos
sanguineos grandes (> 1500 uym?), contados por quadro. As contagens fo-
ram calculadas como a média de todos os quadros analisados dos cinco
animais sob estudo. As barras de erro representam os erros padronizados
dos 20 quadros analisados para cada grupo de tratamento nos pontos de

tempo indicados.
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Descricdo Detalhada da Invencao

A presente invencao refere-se ao desenvolvimento de arcabou-
¢os de Matriz Extracelular (ECM) derivados da lamina prépria e submucosa
do pré-estémago de um ruminante, referidas aqui como "Matriz de Pré-
estémago” (FM). Os arcabougos de FM possuem caracteristicas distintas
que diferem dos arcabougos de ECM derivados de outros 6rgaos, incluindo o
estdbmago glandular. Essas caracteristicas tornam os arcabougos de FM par-
ticularmente bem adequados para aplicagées clinicas que envolvem a rege-
neracdo e o reparo do tecido. A presente invencao refere-se ainda a méto-
dos para gerar arcaboucos de ECM de 6rgéaos de mamiferos, incluindo, mas
nao limitados ao pré-estémago.

I Definicoes

De modo que a invengdo possa ser mais facilmente compreen-
dida, certas expressées sdo definidas primeiro.

A expressao "Matriz de Rimen" (abreviada FM), como usada
aqui, refere-se a um arcabougo de ECM que contém a 1amina prépria e a
submucosa do pré-estdbmago de um ruminante.

A expressao "propria-submucosa”, como usada aqui refere-se a
estrutura de tecido formada pela juncdo da l[amina prépria e da submucosa
no pré-estdbmago do ruminante.

A expressao "lamina prépria”, como usada aqui, refere-se a por-
¢ao luminal da prépria-submucosa, que inclui uma camada densa de matriz
extracelular.

A expressao "ruminante", como usada aqui, refere-se a um mami-
fero que possui um estémago com quatro camaras. Essas incluem um pré-
estomago, compreendido por um rimen, um reticulo e um omaso e uma quar-
ta camara conhecida como abomaso. Exemplos nao limitantes de ruminantes
incluem mamiferos que pertencem ao género Capra, Bos, Cervus e Ovis.

A expressdo "derivado de", como usada aqui, refere-se a fonte
ou a origem do tecido de uma ECM. ECMs podem ser derivadas no todo ou
em parte de tecidos, tais como aqueles que retém pelo menos um compo-

nente do tecido, tal como a prépria-submucosa.
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A expressao "prépria-submucosa”, como usada aqui, refere-se a.
uma porc¢ao da parede do pré- estdmago de um ruminante que consiste da
lamina prépria e a tanica submucosa.

A expressao "Fluxo Osmoético Transmural Selado" (STOF), como
usada aqui, refere-se a um método de decelularizagdo efou separacdo das
camadas de tecido ou 6rgdos no qual o fluxo osmético transmural € estabe-
lecido através de toda ou de parte da parede do tecido ou 6rgao.

A expressao "hipertdnica", como usada aqui, refere-se a uma so-
lugado que possui uma maior concentracdo de soluto em relagao a outra so-
lucao.

A expressao "hipoténica", como usada aqui, refere-se a uma so-
lucao que possui uma menor concentracao de soluto em relagdo a outra so-
lucao.

A expressao "delaminado”, como usada aqui refere-se a sepa-
racao de camadas dentro de um tecido ou érgao.

A expressao "decelularizado”, como usada aqui, refere-se a re-
moc¢éao de células e seus residuos relacionados de uma porgéo de um tecido
ou 6rgéo, por exemplo, da ECM.

A expressao "reconstrucdo da mama", como usada aqui, refere-
se a qualquer procedimento pretendido para alterar o tamanho, a forma, po-
sicdo ou aspecto de uma mama em uma paciente. Tais procedimentos in-
cluem, mas nao séao limitados ao aumento da mama, mastopexia (isto &, ele-
vacado da mama) e reconstrugao pos-mastectomia.

Varios aspecios da invengao sao descritos em detalhes adicio-
nais nas secgdes subsequentes. A menos que definido de outra maneira, to-
das as expressoes técnicas e cientificas usadas aqui tém o mesmo signifi-
cado como comumente compreendidas por aqueles versados na técnica a
qual essa inven¢ao pertence. Em caso de conflito, o presente pedido, inclu-
indo as defini¢cées, prevalecera. Embora métodos e materiais similares ou
equivalentes aqueles descritos aqui possam ser usados na pratica da inven-
cao, exemplos de métodos e materiais adequados sao descritos abaixo. Os

materiais, métodos e exemplos aqui descritos sdo apenas ilustrativos e nao
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pretendem ser limitantes. Todas as publicacGes, pedidos de patente, paten-
tes e outras referéncias aqui mencionadas estao incorporadas por referencia
em sua totalidade.

Il. Anatomia do Pré-estémago de um Ruminante

Ruminantes (por exemplo, gado, carneiros e cabras) possuem
estdbmagos compostos que diferem do estdomago simples de outros mamife-
ros pelo fato de que o estdmago composto é substancialmente maior e é
dividido em quatro seg¢des: o rimen, reticulo, omaso e abomaso. Cada uma
dessas segbes tem uma estrutura fisica e histologica distintas. Coletivamen-
te, o ramen, reticulo e omaso sdo conhecidos como pré-estémago (pré-
ventriculo). O raimen e o reticulo sao intimamente relacionados em estrutura
e funcdo e sdo geralmente referidos como rdimen-reticulo. Apenas a Ultima
camara do estémago composto, o abomaso, € estruturalmente analoga ao
estbmago glandular simples. As diferengcas anatémicas entre o pré-
estémago e o estdmago glandular simples refletem seus papéis funcionais
distintos. As fungbes primarias do pré-estdmago sdo de armazenamento,
fermentagao e absorgao, enquanto que o estdmago glandular simples realiza
funcgbes secretorias e digestivas.

Consequentemente, o pré-estbmago tem caracteristicas anat6-
micas e histolégicas macroscopicas que sdo bastante distintas daquelas do
estdbmago glandular. As caracteristicas anatémicas do pré-estémago estdo
ilustradas na figura 1A e aquelas do estémago glandular estao ilustradas na
figura 1B. O pré-estébmago, principalmente, nao contém uma mucosa glandu-
lar, mas & compreendido por um epitélio escamoso estratificado queratiniza-
do nao glandular, que consiste da camada cérnea, camada granulosa, ca-
mada espinhosa e camada basal e parece em vérios aspectos analogo a
estrutura da pele. O epitélio esta localizado no lado luminal do pré-estémago
e € separado da propria-submucosa subjacente por uma membrana basal. O
lado abluminal do pré-estdmago contém uma camada muscular conhecida
como tdnica muscular.

As composicbes de submucosa do estdbmago previamente des-

critas sé@o derivadas da parede do estémago glandular, que contém as se-
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guintes camadas: a tdnica mucosa (incluindo a camada epitelial, a camada

da lamina prépria que consiste em tecido reticular ou areolar delgado e uma

camada glandular), a camada da tanica submucosa (composta de tecido

areolar e sem glandulas), a camada da tlnica muscular (composta de trés

camadas de musculo) e a serosa (uma camada de mesotélio do lado de fora

do tecido conjuntivo frouxo que envolve as camadas musculares). A presen-

¢a da camada glandular dentro da parede do estémago é caracteristica do

estdmago glandular, gastrico ou simples de mamiferos monogastricos. Ape-

nas a ultima camara do estdmago complexo dos ruminantes, o abomaso,

contém essa camada glandular. As caracteristicas adicionais do pré-

estébmago e do estdbmago glandular estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas do pré-estémago e do estémago glandular

pria-submucosa quando o epitélio &

densa resiste a dela-

Caracteristica Pré-estémago Estdmago glandular
Epitélio Escamoso estratifica- | Colunar simples
do queratinizado
Glandulas N&o Sim
Lamina muscular mucosa presente | N&o Sim
Lamina propria se mistura na sub- | Sim Nao
mucosa criando a  propria-
submucosa
Lamina prépria Densa Frouxa
Lamina propria contém Colageno | Sim Nao
IV e Laminina
Papila sobre a superficie Sim Nao
Lamina propria mantida com a pro- | Sim, a [&mina propria | Ndo, perda da lamina

prépria e glandulas nao

_epitélio & delaminado

dentro da papila

fisicamente delaminado minagao fisica resistem a laminagao
fisica

L amina propria densa no lado lumi- | Sim Nao

nal da propria-submucosa

Superficie contornada quando o | Sim, devido a ECM | Nao
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Duas caracteristicas tinicas do pré-estdtmago em relagao ao es-
témago glandular sdo que a lamina prépria do pré-estdbmago é muito mais
densa e nao inclui glandulas ou uma camada glandular, Adicionalmente, a
l&mina muscular mucosa, uma camada muscular fina na regido basal da ca-
mada da t[unica mucosa do estémago glandular, esta ausente no rimen e
na maior parte do reticulo. Na auséncia da lamina muscular, a lamina prépria
se funde com a submucosa para formar uma camada que é coletivamente
referida como prépria-submucosa. Também exclusiva do pré-estémago é
uma banda incomumente espessa e densa de ECM dentro da lamina pro-
pria, que corre paralela a superficie epitelial. Essa banda de tecido contém
colageno IV e laminina, que desempenham um papel critico no crescimento,
diferenciagao e migracao celular durante o desenvolvimento e reconstrucao
do tecido. Embaixo dessa banda de tecido, a ECM tem um padréo reticular
aberto mais tipico. Esta incluido na ECM do pré-estémago o glicosaminogli-
cano sulfato de heparan, um importante cofator que modula a bioatividade
do fator de crescimento FGF2. Como referido na patente U.S. 6.099.567, o
sulfato de heparan nao esta presente na submucosa do estdmago glandular.
Essa é uma diferenciac@o importante entre as duas ECMs.

O tecido do pré-estdmago também inclui protrusées superficiais
conhecidas como papilas no rimen, cristas reticulares no reticulo e lamelas
no omaso. A propria-submucosa se prolonga dentro dessas protrusées.

Ill. Arcaboucos de Tecido Derivados do Pré-estémago

De acordo com a presente invengdo, os arcabougos de ECM
podem ser derivados do rimen, reticulo ou do omaso do pré-estémago. Tais
arcabougos de ECM (referidos aqui como "Matriz de Pré-estémago" ou FM)
sao caracterizadas pelo fato de conterem as camadas da lamina propria e
submucosa (propria-submucosa) da parede do pré-estémago. Em uma mo-
dalidade particular da invengéo, os arcabougos de FM sao derivados do ru-
mem ou de laminas individuais dentro do omaso. Adicionalmente & propria-
submucosa, os arcabougos de FM podem incluir, opcionalmente, camadas
intactas ou parciais de epitélio decelularizado, membrana basal ou tinica

muscular (veja figura 1A).
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Como resultado da estrutura e fungdo exclusivas do pré-
estébmago, os arcaboucos de tecido de ECM da invengao derivados do pré-
estdbmago possuem propriedades bioquimicas, estruturais e fisicas diferen-
tes em relacé@o aos arcaboucos previamente descritos isolados do estémago
glandular, intestino e bexiga. Em particular, FM inclui uma banda densa de e
ECM dentro da |lamina prépria. Adicionalmente, FM inclui, opcionalmente,
uma membrana basal intacta ou fraturada. Em contraste, um arcabouco de-
rivado da submucosa do estdmago glandular ou da submucosa do intestino
delgado incluird pouca, se alguma, Iamina prépria, por que a lamina prépria
esta localizada principalmente entre as gléndulas da mucosa e &, conse-
quentemente, removida quando a mucosa é delaminada. A histologia mos-
tra, de maneira importante, que a [amina prépria & incomumente densa, en-
quanto que o lado abluminal do arcabougo de FM é estruturado como uma
matriz reticular aberta. Essas diferencas cumprem um papel importante na
regeneracao epitelial, ja que o lado denso atua como uma barreira a migra-
céo celular, enquanto que o lado menos denso ndo apresenta uma barreira
e, portanto, permite a invasao celular. Essa estrutura torna a FM bem ade-
quada para estimular a regeneracao epitelial sobre o lado luminal denso da
matriz e a invasdo de fibroblastos sobre o lado abluminal menos denso da
matriz, quando usada como um dispositivo médico para regeneracao de te-
cido. Ao contréario, enxertos de tecido de submucosa derivados do estémago
glandular e da bexiga urinaria possuem densidade uniforme.

A camada densa de ECM da lamina propria contribui para a es-
pessura e resisténcia aumentadas dos arcabougos de FM comparados com
aqueles derivados de outros 6rgaos. Uma comparagao da espessura e resis-
téncia ao rompimento das composicbes derivadas do pré-estdmago e aque-
las derivadas de outros érgdos é fornecida nos Exemplos 11 e 12. A grande
area de superficie do pré-estémago e a espessura e resisténcia aumentadas
dos arcaboucgos derivados do pré-estdmago permitem o isolamento de arca-
bougos de ECM maiores do pré-estémago do que é possivel de outros 6r-
gaos. Por exemplo, arcabougos de ECM da invencdo podem ter uma largura

tao grande quanto 5 cm (por exemplo, 0,5 cm, 1 ¢m, 2 cm, 3 cm, 4 cm ou 5
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cm), mais preferivelmente pelo menos 6 cm, 7 cm, 8 cm ou 9 cm e o mais
preferivelmente pelo menos 10 cm ou mais. Adicionalmente, os arcabougos
de ECM da invencao podem ter um comprimento tdo grande quanto 5 cm
(por exemplo, 0,5 cm, 1 cm, 2 cm, 3 cm, 4 cm ou 5 cm), mais preferivelmen-
te pelo menos 6 cm, 7 cm, 8 cm ou 9 cm e o mais preferivelmente pelo me-
nos 10 cm ou mais. Consequentemente, em uma modalidade particular, os
arcabougos de FM da invengao podem ter uma largura € um comprimento
de 10 cm ou mais, um tamanho muito maior do que arcabougos de ECM de-
rivados de outros 6rgaos. Arcaboucos de FM exemplificadores podem ter
uma area superficial de pelo menos 100 cm?, 200 cm?, 300 cm?, 400 cm?,
500 cm?, 600 cm?, 700 cm?, 800 cm?, 900 cm?, 1000 cm?, ou mais. Em uma
modalidade particular, o arcabougo de FM tem uma area superficial de apro-
ximadamente 400 cm?®.

Diferentes dos arcabougos obtidos do estébmago glandular, os
arcaboucos de ECM derivados do pré-estdmago (isto €, os arcabougos de
FM) podem inclui colageno IV e laminina da membrana basal sobre a super-
ficie luminal. Surpreendentemente, essas proteinas também estio presentes
dentro da banda densa da l1amina prépria, fornecendo substratos importantes
para a adesao e crescimento da célula epitelial. Os arcabougos de estémago
glandular nao inciluem, tipicamente, o epitélio ou a membrana basal ou suas
porcées, por que essas camadas sao frageis e nao resistem a delaminagéao
fisica (veja figura 1B). Um arcabougo de submucosa glandular pode incluir
resquicios da lamina mucosa muscular sobre o lado luminal e de tlnica
muscular sobre o lado abluminal.

Os arcabougos de FM possuem uma superficie luminal contor-
nada, analoga as pregas epiteliais da derme. Ao contrario, os arcaboucos
delaminados de submucosa do intestino delgado, bexiga urinaria e estéma-
go glandular possuem uma superficie luminal relativamente lisa. A superficie
luminal contornada de FM fornece uma topologia complexa que favorece a
regeneracao epitelial. Essa topologia nao esta presente nos arcabougos de
ECM derivados da submucosa do intestino delgado, submucosa do estéma-

go glandular ou da submucosa da bexiga urinaria.
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Os arcabougos de FM da invengao contém fatores reguladores
importantes para o reparo de lesdes, incluindo, mas nao limitados aos fato-
res de crescimento FGF-2, TGFb1, TGFb2 e VEGF e os glicosaminoglicanos
acido hialurénico e sulfato de heparan. FGF2 desempenha um papel impor-
tante na cicatrizacdo de lesbes pela sinalizagao para a migracéo e diferenci-
acao celular necessaria para a formacao do novo tecido e da vascularizagao.
O sulfato de heparan & um cofator importante que modula a bioatividade de
FGF2 pela atuagdo sobre os receptores de FGF2. O sulfato de heparan é
necessario para a atividade de FGF2 a aumenta a estabilidade de FGF2.
Importante ressaltar que FGF2 e sulfato de heparan nao estdo presentes na
submucosa do estdmago. FM contém adicionalmente, proteinas fibrilares
que incluem o colageno |, colageno Il e elastina, assim como proteinas ade-
sivas que incluem a fibronectina, colageno IV e laminina. Essas proteinas,
em particular o colageno e a elastina, contribuem para a alta resisténcia a
tracao e elasticidade dos arcabougos de FM. Uma quantificagao detalhada
da composigao molecular do arcabougo de FM é fornecida no Exemplo 7.

Em modalidades particulares, os arcaboucgos de FM podem ser
laminados juntos para formar folhas com multiplas camadas. Por exemplo,
FM laminado pode compreender 2 ou mais folhas de arcabougo de FM (por
exemplo, entre 2 e 20 folhas de arcabougo de FM, por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30 ou mais folhas). Em uma modalidade particular, o FM laminado
compreende entre 2 e 15 folhas de arcabougo de FM, por exemplo, 2 a 10
folhas, 2 a 8 folhas, 2 a 6 folhas ou 2 a 4 folhas de arcabougo de FM. As fo-
Ihas de arcabouco de FM podem ser laminadas juntas usando qualquer téc-
nica adequada conhecida. Adicionalmente, a laminagdo pode ser obtida u-
sando um polimero, como descrito abaixo. A laminagéo pode ser obtida com
ou sem sutura com uma material de sutura reabsorvivel ou nao reabsorvivel
ou equivalente adequado.

A resisténcia e as caracteristicas fisicas do arcabougo de FM se
traduzem nas caracteristicas de manuseio aperfeicoadas em relagao a arca-

bougos derivados de fontes de EM mais finas e mais fracas. Como os arca-
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bougos de FM sao fisicamente mais robustos do que os arcabougos de ECM
isolada de outras fontes, por exemplo, do estémago glandular, eles fornecem
maior facilidade de manuseio e sdo mais resistentes a deformacgoes pelo ma-
nuseio. Isso tem implicagdes importantes na pratica clinica, onde o manuseio
do arcabouco & necessario antes e durante os procedimentos cirlrgicos.

Os arcabougos de FM podem nao ser perfurados ou eles podem
ser perfurados. As perfuragdes podem ser introduzidas no arcaboucgo de FM
usando qualguer método adequado, incluindo a perfuragdo manual ou a per-
furacéo a laser. O tamanho do poro pode variar entre cerca de 10 a‘cerca de
500 micra (por exemplo, cerca de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425,
450, 475 ou cerca de 500 micra). As perfuracées podem ser introduzidas a
qualquer momento durante a produgcéo dos arcaboucgos de FM, mas é feita
preferivelmente antes da esterilizagdo. As perfuragdbes podem passar, com-
pletamente, através do arcabougo de FM. Em um arcabougo de FM lamina-
do que compreende multiplas camadas de folhas de FM, as perfuragbes
trespassam completamente todas as camadas do arcabouc¢o ou podem tres-
passar apenas algumas camadas e, consequentemente, penetrarem apenas
parcialmente através do arcaboucgo. A perfuragdo permite que as células se
infiltrem mais facilmente no arcabouco, permitindo o crescimento mais rapido
do tecido e a remodelagem do arcabouco.

Os arcabougos de FM da invengado sao pelo fato de que eles
combinam caracteristicas de manuseio aperfeicoadas, estao disponiveis em
formatos maiores e incluem novas combinagdes de constituintes bioquimicos.

Embora os métodos adequados de isolamento de arcabougos de
ECM do pré-estdmago de um ruminante estejam aqui descritos, a invengao
pretende abranger arcabougos de ECM que s&o isolados do pré-estémago
de um ruminante por qualquer meio, incluindo, mas nao limitado ao método
STOF descrito abaixo.

IV. Arcaboucos de Tecido Laminado

Os arcabougos de ECM podem ser unidos juntos para formar

uma folha laminada com multiplas camadas. A laminac¢ao de arcaboucgos de
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ECM aumenta a resisténcia do arcabougo, tornando as composicdes de
ECM laminada particularmente adequadas para aplicagdes onde o arcabou-
¢o é necessario para suportar carga efou reter suturas ou grampos, As fo-
lhas podem ser unidas em varias orientagdes. Por exemplo, duas ou mais
folhas podem ser empilhadas na mesma orientagdo com relagio uma a ou-
tra, isto €, tal que a superficie luminal da matriz de uma folha contate a su-
perficie abluminal da matriz da folha adjacente. Em uma modalidade alterna-
tiva, duas ou mais folhas podem ser empilhadas na diregdo oposta em rela-
cao com a outra, isto &, tal que a superficie luminal da matriz de uma folha
contate a superficie luminal da matriz da folha adjacente ou tal que a super-
ficie abluminal da matriz de uma folha contate a superficie abluminal da ma-
triz da folha adjacente. Arcaboucos de FM laminados podem ser formados
pela ligagcdo de duas ou mais camadas de arcabougo de FM usando varias
técnicas incluindo, mas nao limitadas a uma camada polimérica adesiva,
sutura ou simplesmente desidratando as camadas de FM que se contatam.

A. Arcaboucos de Tecido Laminado Contendo Polimeros Adesivos

Os métodos convencionais de laminagdo de arcabougos de
ECM para formar folhas com multiplas camadas envolvem o uso de agentes
quimicos para reticular os arcabougos de ECM diretamente um com o outro.
Atuando diretamente sobre o arcabougo de ECM, tais agentes modificam o
arcabouco e consequentemente, alteram as propriedades biolégicas do ar-
cabougo. A presente invencao supera essa limitagdo pelo fornecimento de
métodos de formacao de arcaboucos de ECM laminados (por exemplo, ar-
caboucos de FM) sem a modificagdo quimica do préprio arcaboucgo. Um de
tais métodos envolve a distribuicdo de um polimero entre uma ou mais ca-
madas do arcabougo de ECM. O polimero serve como um adesivo, unindo
camadas alternadas de arcabougo de ECM em uma composi¢cdo de multi-
plas camadas. O polimero também pode ser aplicado sobre as superficies
externas de um arcabougo de ECM. E importante observar que o uso de um
polimero para ligar uma pilha de arcaboucos de ECM invalida a necessidade
de reticulagéo quimica ou outras modificagcdes covalentes da ECM para ge-

rar uma composicao laminada. Portanto, as propriedades biolégicas do ar-
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cabouco de ECM original sdo mantidas nos arcabougos laminados.

Os métodos que usam polimeros para gerar composi¢oes de
ECM como aqui descritas sao aplicaveis na laminag&o de muiltiplas camadas
de arcabougo de ECM ou mdltiplas camadas de outros arcabougos de ECM
conhecidos na técnica, por exemplo, composicoes de ECM derivadas do
estbmago glandular simples, submucosa do intestino delgado, submucosa
da bexiga ou ECM da derme. Em certas modalidades, um polimero pode ser
usado para formar folhas laminadas de Alloderm®, Strattice® ou Surgisis® ou
combinacoes das mesmas. Os polimeros também podem ser usados para
formar uma composicao laminada nas quais camadas de FM s&o laminadas
com outros arcabougos de ECM, por exemplo, arcabougos derivados do es-
tdmago glandular, submucosa do intestino delgado, submucosa da bexiga,
pericardio ou ECM da derme, por exemplo, Alloderm®, Strattice® ou Surgi-
sis®.

Em uma modalidade, folhas laminadas de ECM (por exemplo,
folhas de FM) sao formadas pela distribuigdo de um polimero entre duas ou
mais camadas alternadas de arcabougo de ECM (por exemplo, arcabougo
de FM). O polimero pode ser distribuido intermitentemente através do arca-
bougo de ECM ou ele pode estar presente como uma camada continua.
Uma camada de polimero pode ser aplicada como filmes ou folhas intactas
ou como solugdes ou géis.O polimero tem o efeito de ligar duas folhas su-
cessivas de ECM. Em uma modalidade preferida, o polimero forma uma ca-
mada continua e intacta dentro do sanduiche de laminado. O polimero pode
ser aplicado, adicionalmente ou alternativamente, na superficie externa de
um arcaboucgo de ECM laminado. Uma gama de polimeros adequados inclu-
indo o colageno, quitosana, alginato, alcool polivinilico, carboximetil celulose
ou hidroxipropil celulose ou combinagées das mesmas pode ser usada para
laminar folhas sucessivas de arcabougo de ECM. Os polimeros podem ser
aplicados como filmes, folhas, solugdes, suspensées ou géis a folhas de
ECM liofilizadas, depois desidratadas para fornecer folhas de ECM lamina-
da. Alternativamente, os polimeros podem ser aplicados como solucdes,

suspensoes, géis ou filmes secos s folhas de ECM Umidas, depois desidra-
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tadas para fornecer a ECM laminada. Outros polimeros adequados incluem,
mas ndo séo limitados a polimeros de acido poliglicélico (PGA), acido polila-
tico (PLA), acido polilatico coglicélico (PLLA) e acido (polilatico)-acido (poli-
glicélico) (PLGA), descritos em qualquer um dos Pedidos de Patente N°°
2002/0119180 ou 2003/0031696 ou nas Patentes U.S. N® 6.281.256,
6.472.210, 5.885.829, 5.366.734; 5.366.733; 5.366.508; 5.360.610;
5.350.580; 5.324.520; 5.324.519; 5.324.307; 5.320.624; 5.308.623;
5.288.496; 5.281419; 5.278.202, 5.278.201; 5.271.961; 5.268.178;
5.250.584; 5.227.157; 5.192.741;, 5.185.152; 5.171.217; 5.143.730;
5.133.755; 5.108.755; 5.084.051; 5.080.665; 5.077.049; 5.051.272;
5.011.692; 5.007.939; 5.004.602; 4.961.707; 4.938.763; 4.916.193;
4.898.734, 4.898.186; 4.889.119; 4.844.854; 4.839.130; 4.818.542;
4.744.365; 4.741.337, 4.623.588; 4.578.384; 4.568.559; 4.563.489;
4.539.981; 4.530.449; 4.384.975; 4.300.565, 4.279.249; 4.243.775;
4.181.983; 4.166.800; 4.137.921, cujos conteldos estdo incorporados aqui
por referencia em sua totalidade.

Como sera observado pelo técnico experiente, a camada polimé-
rica contribui para as caracteristicas de desempenho global do arcaboucgo
laminado.

Consequentemente, as diferentes caracteristicas de resisténcia
e manuseio do laminado podem ser produzidas pela alteracdo da camada
polimérica. Adicionalmente, alteracbes nas composicées da camada de po-
limero podem ser usadas para alterar a taxa de hidratagdo do laminado e
sua estabilidade proteolitica. Por exemplo, o uso de um polimero relativa-
mente hidrofébico resulta em uma taxa de hidratagao diminuida do laminado
em relagao a um laminado criado usando um polimero hidrofilico. Polimeros
nao naturais e sintéticos (por exemplo, alcool polivinilico) podem ser espera-
dos possuir uma taxa de estabilidade enzimatica aumentada em relagdo a
polimeros que ocorrem naturalmente (por exemplo, polissacarideos).

Pela distribuicdo de um polimero entre camadas sucessivas de
um arcabougco de ECM laminado, podem ser geradas composigcdes que

compreendem 2 ou mais folhas de arcabougo de ECM (por exemplo, 2, 3, 4,
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5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30 ou mais folhas de arcabougo de ECM). Em uma modalidade
exemplificadora, o arcabougo de ECM & um arcabougo de FM.

Em uma modalidade, um gel de colageno preparado a partir de
FM pode ser usado como o polimero para laminar duas ou mais camadas de
arcabouco de FM. Esse gel retém as qualidades bioquimicas do arcabougo
de FM parental e sofre remodelagem quando usado, por exemplo, como par-
te de um arcabougo de FM laminado para regeneracéo de tecido.

B. Arcaboucos de Tecido Laminado Formados Usando Pontos ou Suturas

As folhas de ECM laminadas (por exemplo, folhas de FM lami-
nadas) podem ser formadas, alternativamente, pela costura de miiltiplas ca-
madas de ECM. As propriedades fisicas de FM (tamanho, espessura, resis-
téncia, etc.) permitem que as folhas sejam costuradas ou suturadas juntas
para formar l[aminados para uso subsequente. Os laminados podem ser cos-
turados com ou sem uma camada de polimero situada entre as folhas de FM
individuais.

A costura fornece outros meios de alterar as caracteristicas de
desempenho dos arcabougos laminados. A costura também pode auxiliar na
criagdo de dispositivos com um ou mais pedagos de folhas de FM laminadas
ou isoladas, que possuem uma arquitetura tridimensional que & Gtil para um
local anatémico especifico. A costura ajuda a manter a forma tridimensional
do laminado depois da reidratacdo e durante o manuseio.

As folhas de arcabougo de FM podem ser costuradas usando
qualquer fio adequado, incluindo, mas nao limitados a uma sutura absorvivel
(por exemplo, poliglecaprona 25 (Monocryl), polidioxanona (PDS), poliglacti-
na-910 (Vicryl), acido poliglicélico (Dexon)), sutura ndo absorvivel (por e-
xemplo, nylon (Ethilon), polipropileno (Prolene), fio de algodao ou fio de se-
da. O fio pode fer varias espessuras ou calibres dependendo das caracteris-
ticas de resisténcia requeridas (por exemplo, sutura 6-0, 5-0 ou 4-0) e pode
ser costurado usando uma variedade de tamanhos de ponto (por exemplo, 2
mm, 4 mm ou 6 mm) e padrées (por exemplo, ponto reto, ponto corrido, pon-

to em zig-zag, ponto em overlock ou ponto fechado).
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C. Arcabougcos de Tecido Laminado Contendo Moléculas Bioativas

Como descrito acima, a invencao refere-se em parte a arcabou-
¢os de ECM laminados (por exemplo, arcabougos de FM) que incluem um
polimero situado entre as folhas individuais de ECM. Esse polimero auxilia
na ligagdo de folhas adjacentes do arcabougo de ECM. A composigao do
polimero pode ser modificada a fim de alterar as propriedades do arcabouco
de ECM laminado, incluindo o efeito que o arcabougo transmite sobre um
tecido ou 6rgdo. Em uma modalidade particular, o polimero pode ser usado
como um veiculo para a liberagdo de moléculas bioativas para um tecido ou
6rgéao, permitindo que as moléculas bioativas sejam liberadas no local de
contato. Os arcaboucgos de tecido que contém moléculas bioativas podem
ser usados, por exemplo, para promover a taxa e a qualidade da regenera-
¢ao do tecido e para prevenir ou tratar uma infeccao aguda ou cronica.

Qualquer molécula bioativa desejavel pode ser incorporada no
polimero. Moléculas adequadas incluem, por exemplo, moléculas pequenas,
peptideos ou proteinas ou suas misturas. Em algumas modalidades, duas ou
mais (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais) moléculas bioativas dis-
tintas podem ser incorporadas no polimero. Moléculas bioativas podem estar
ndo covalentemente incorporadas no polimero tanto como suspensées, en-
capsuladas como particulas, microparticulas e/ou coloides quanto como uma
mistura das mesmas. As moléculas bioativas também podem estar covalen-
temente incorporadas no polimero usando quimicas apropriadas para ligar a
molécula bioativa ao polimero. O polimero que contém uma ou mais molécu-
las bioativas pode estar distribuido entre uma ou mais folhas de ECM de um
arcabougo de ECM laminado (por exemplo, um arcabougo de FM) e/ou pode
ser aplicado sobre a superficie externa do arcabougo. Em uma modalidade
particular, um polimero que contém uma primeira molécula bioativa & distri-
buido entre algumas camadas de um arcabougo de ECM laminado e um po-
limero que contém uma segunda molécula bioativa é distribuido entre outras
camadas de um arcaboucgo de ECM laminado. Moléculas bioativas adequa-
das incluem, mas ndo sdo limitadas a antimicrobianos, analgésicos, fatores

do crescimento, hemostaticos agentes pré e antiangiogénicos e combina-
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¢Oes das mesmas. Em modalidades particulares, as moléculas bioativas in-
corporadas em uma camada de polimero de um arcabouco de ECM lamina-
do incluem FGF2, NGF, doxiciclina, poli-L-lisina e suas combinacbes. Em
outra modalidade particular, a camada de polimero contém um agente anti-
microbiano e um fator de crescimento. Importante observar que, como mos-
trado aqui, pela funcionalizagdo da camada de polimero de um arcabouco de
ECM laminado com uma molécula bioativa, as propriedades biol6gicas ine-
rentes do arcabouco de ECM nao sdo alteradas, ao contrario de métodos
convencionais nos quais as moléculas adicionais sdo incorporadas nos ar-
caboucgos de ECM pelo acoplamento com a ECM, diretamente.

Arcabougos de ECM laminados bioativos (por exemplo, arca-
boucos de FM) nos quais agente bioativo é incorporado em um polimero a-
desivo (por exemplo, em uma camada polimérica) situado entre camadas
sucessivas de ECM possuem varias vantagens criticas sobre composigoes
alternativas, nas quais o agente bioativo é conjugado diretamente com a
ECM. Primeiramente, a incorporagao do agente bioativo em um polimero ou
camada polimérica nao altera a composigao inerente do arcabougo de ECM,
ja que nao requer a modificagdo covalente ou quimica do arcabouco para
obter a laminacao ou o carregamento com o agente bioativo. Em segundo
lugar, o uso de uma camada polimérica bioativa pré-formulada como um vei-
culo para a liberacdo de um agente bioativo permite maior controle e consis-
téncia na uniformidade da dosagem da molécula bioativa.

IV. Usos de Composicoes de Matriz de Pré-estémago

Os arcabougos de matriz do pré-estémago séo bem adequados
para uma ampla faixa de aplicagdes na regeneracao de tecido. Eles podem
ser usados para cobrir falhas de tecido tais como ferimentos e para reforgar
e/ou reparar o tecido mole. Eles podem ser usados como folhas isoladas ou
laminadas e podem ser formados em dispositivos com conformidade perso-
nalizada para se adequar a érgaos particulares, sitios anatémicos ou aplica-
¢bes cirdrgicas especificas. Os arcabougos de FM sdo mantidos no local
usando qualquer método adequado conhecido na técnica, incluindo suturas,

grampos ou curativos.
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Em uma modalidade, os arcabougos de FM s&o usados para co-
brir lesbes traumaticas extensas ou queimaduras, superando a inconvenién-
cia e a complexidade de reunir varios dispositivos de arcabougo menores
para obter a cobertura completa. Consequentemente, arcaboucos de FM
particulares da invengédo podem cobrir uma lesao ou ferimento que possua
uma largura de 10 cm ou mais € um comprimento de 10 cm ou mais.

A presenca de uma camada densa de tecido conjuntivo dentro da
lamina prépria e a topologia contornada da superficie tornam o FM bem ade-
quando em aplicagbes de regeneragao dérmica e epitelial. A alta resisténcia a
tensdo dos arcaboucgos de FM também é particularmente Gtil quando o arca-
bouco é necessario para suportar carga ou € colocado sob tensdo. Conse-
quentemente, em uma modalidade particular, os arcabougos de FM da inven-
¢ao sao aplicados em lesdes ou sitios cirtirgicos onde ha a necessidade de
estimular o reparo ou a regeneracao do tecido ou fornecer um reforgo ao teci-
do. A ECM é naturalmente remodelada ao longo do tempo, tal que os arca-
boucos de FM sao reabsorvidos e substituidos pelo tecido do hospedeiro.

Em outras modalidades, os arcabougos de FM da invengao séao
usados para substituir valvulas cardiacas lesadas, doentes ou ausentes, ar-
térias, veias bexiga urinaria, figado, porgdes do trato gastrointestinal ou co-
mo moldes para o reparo ou substituicio de estruturas da cabega e do pes-
cogo. FM, em qualquer uma de suas varias formas soélidas ou fluidizadas,
pode ser usada como um arcabouco para o reparo da derme ou epiderme,
injetada em varios esfincteres corporais tais como o esfincter urinario ou es-
fincteres esofagicos ou gastricos, dobrado como um tubo ou um tubo parcial
como com conduto para a restauragédo de tecido nervosos ou extrusado ou
moldado em qualquer forma adequada para sua aplicagdo como uma com-
posicao regeneradora de tecido. Consequentemente, o arcabouco de FM da
invencao pode ser suturado no local na forma de uma folha sélida, colocado
em lesdes ou localizagdes corporais em forma de gel ou injetado em sua
forma liquida ou particulada. Os arcaboucos de FM da presente invencéo
induzem o crescimento de tecidos endégenos incluindo tecidos epitelial e

conectivo quando colocados em contato com os tecidos alvo in vivo. Adicio-
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nalmente, a FM pode ser combinada, opcionalmente, com células para criar
construtos de tecido para gerar uma pele nova, tecidos cardiovascular, uro-
genital, neurolégico, fascia, tenddes, bainhas, ligamentos e tecidos gastroin-
testinais. FM também pode ser semeada com queratinécitos sobre o lado
luminal mais denso da matriz e com fibroblastos sobre o lado luminal menos
denso para uso em certas aplicagdes dermatolégicas. Os arcaboucos de FM
podem ser semeados com uma variedade de tipos de células, incluindo célu-
las-tronco, para aplicagdes na medicina regeneradora.

Em outras modalidades, os arcabougos de FM da invencéo ser-
vem como substrato para o acoplamento in vivo de uma cultura celular e
como arcabougo para o crescimento celular em aplicagées de manipulacao
de tecido, onde FM pode promover a proliferagéo efou induzir a diferencia-
cao de células eucariéticas. Os protocolos que ndo utilizam tecido de sub-
mucosa de FM em aplicagées de cultura celular in vitro estao descritos, por
exemplo, em U.S. 5.695.998, incorporada aqui por referencia em sua totali-
dade. Esses métodos sdo geralmente aplicaveis ao uso de FM como um
substrato para a promogao in vitro de cultura celular. Em geral, isso envolve
contatar FM com células eucariéticas in vifro sob condigées que conduzam
ao crescimento da célula eucariética. Como descrito aqui, os arcabougos de
FM da invengéo também podem ser usados para a construgio de dispositi-
vos para a liberacédo de farmaco.

Como aqui descrito, os arcabougos de FM podem aumentar a
proliferagao de células localizadas proximas ao local de acoplamento do ar-
cabougo. Consequentemente, os arcabougos de FM sdo usados para pro-
mover, estimular ou aumentar a proliferagdo celular em um tecido ou érgéo.
Em uma modalidade preferida, os arcabougos de FM sao usados para pro-
mover, estimular ou aumentar a proliferagao celular dentro de um tecido le-
sionado ou uma falha de tecido, por exemplo, dentro de uma leséo regene-
radora.

Os arcabougos de FM também promovem a vascularizagéo (por
exemplo, angiogénese) dentro de um tecido ou érgéo ao qual o arcabouco

de FM se adere. Consequentemente, os arcabougos de FM podem ser usa-
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dos para promover, estimular ou aumentar a vascularizagao de um tecido ou
6rgdo. Em uma modalidade preferida, os arcabougos de FM s&o usados pa-
ra promover, estimular ou aumentar a vascularizagdo dentro de um tecido
lesionado ou uma falha de tecido, por exemplo, dentro de uma lesao regene-
radora. A melhora da vascularizagdo € uma maneira pela qual os arcabou-
¢cos de FM promovem o fechamento da ferida e melhoram a qualidade da
cicatrizacao da ferida.

Os arcaboucos de FM laminados bioativos aqui descritos possu-
em varias aplicagdes clinicas adicionais incluindo, mas nao limitadas a libe-
ragéo de antibibticos (por exemplo, amoxicilina, penicilinas, poliaminas ou
quinolinas) em sitios cirdrgicos para tratar, inibir ou prevenir infecgéo micro-
biana; liberagéo de antibidticos em lesdes e falhas de tecido para tratar, inibir
ou prevenir infecgdo microbiana; liberagdo de fatores do crescimento (por
exemplo, FGF2, VEGF ou PDGF) em uma les&o ou sitio cirGrgico para pro-
mover a regeneracao do tecido e/ou a vascularizagéo do tecido; liberagdo de
inibidores enzimaticos para reduzir a atividade proteolitica em lesdes créni-
cas, liberagao de analogos do o6xido nitrico em uma les&o ou sitio cirtirgico
para promover a regeneracao do tecido; liberagdo de antimicrobianos ou
agentes antibiofilme em uma les&o ou sitio cirdrgico para inibir ou prevenir a
infeccao e;ou formagao de biofilmes.

Arcaboucos de FM da invencao podem ser formulados e usados
em uma variedade de formatos incluindo, mas ndo limitados a p6, emulsao
(FM fluidizado), gel ou extrato. Além disso, os arcabougos de FM podem ser
esterilizados antes do uso por métodos convencionais, incluindo o tratamen-
to com 6xido de etileno, fratamento com radiagdo gama, esterilizagdo com
plasma de gas ou tratamento com feixe de elétrons.

V. Arcaboucos de FM Laminados Uteis para a Reconstrucio da Mama

As caracteristicas dos arcabougos de tecido de FM da invencao,
por exemplo, resisténcia, elasticidade, retencdo da sutura, etc., como aqui
descritas, os torna adequados para uma variedade de aplicagées nas quais
ha uma necessidade de suporte ou reforgo de tecido mole. Em uma modali-

dade particular, os arcabougos de tecido de FM s&o usados para cobrir, po-
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sicionar efou segurar o tecido nativo da mama ou de préteses mamarias du-
rante a mastopexia (isto &, "levantamento da mama").

O aumento da mama & um procedimento cosmético popular no
qual uma protese, isto €, um implante mamario, é tipicamente posicionado
no térax em uma de frés posigdes: sobre o muisculo grande peitoral e sob o
tecido da mama (subglandular), parcialmente sob o musculo (submuscular
parcial) ou completamente sob o musculo (submuscular). Independente da
localizagao do implante, o resultado estético do procedimento depende am-
plamente da habilidade do tecido circundante em suportar a prétese, tal que
a protese mantenha sua posigao dentro do paciente. Com o passar do tem-
po, a prétese pode ser deslocada medialmente resultando em simastia; late-
ralmente, resultando na excurs@o do implante da cavidade toracica para a
axila ou inferiormente, resultando em "queda da mama". Uma causa fre-
quente do mau posicionamento é um suporte inadequado de tecido mole
para o peso do implante. O suporte inadequado de tecido mole € comum em
pacientes que recebem implantes muito grandes, por exemplo, e em pacien-
tes que perderam muito peso.

Esse problema é exacerbado em pacientes que se submeteram
a reconstrucdo da mama depois do fratamento para cancer de mama, em
particular. Os tratamentos de cancer, tais como a radiagao ou quimioterapia,
enfraquecem o fecido mole necessario para suportar a protese. Adicional-
mente, a obtencao de musculo suficiente ou de cobertura de tecido mole
para a protese depois da mastectomia € um desafio técnico dificil. A viabili-
dade de obter cobertura adequada é dependente da extensio da perda de
tecido e da qualidade do tecido remanescente. Quando a cobertura adequa-
da nao € possivel, a cobertura é obtida convencionalmente pela transferén-
cia de tecido muscular de outro local da paciente, o que pode estar associa-
do com a morbidade do sitio doador, cicatrizagao deficiente, cicatrizes e con-
tratura e o risco de infec¢do e necrose potencial dos retalhos.

O arcabougo de tecido de FM da presente invencao se dirige pa-
ra esses problemas pelo fato de que ele pode reforgar o tecido da amam e

fornecer um suporie adequado para uma variedade de proteses de mama
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durante o aumento/reconstrucdo da mama. O arcabougo de tecido também
pode ser usad6 para apoiar o tecido nativo da mama ou préteses de mama
durante a mastopexia. O suporte adicionado de arcabouco de tecido é forne-
cido, em parte, pela matriz extracelular derivada do pré-esttmago de um
ruminante, como descrito aqui.

Arcabougos de FM para reconstrucdo da mama podem, por e-
xemplo, ser planos ou ter uma forma céncava. Em uma modalidade preferi-
da, o arcabougo de FM tem uma concavidade. Tal concavidade fornece uma
conformidade aperfeicoada e aproximagao da forma arredondada do tecido
mamario e/ou da prétese de mama, reduzindo o espago morto e aperfeigo-
ando o posicionamento, a aposicao e fixagdo do tecido quando comparada
com uma folha plana. FM é bem adequada para essa aplicagdo por que a
curvatura natural e a forma do pré-estémago sdo Uteis para a formacgéao de
arcaboucos de ECM que possuem uma concavidade natural. Adicionalmen-
te, os arcabougos de FM podem ser formados em torno de um molde para
alterar a forma como necessario para aplicagdes particulares (por exemplo,
pelo aumento ou diminuigdo da curvatura do arcabougo).

Arcabougos de FM para reconstrugdo da mama também podem
compreender uma folha simples ou laminada de FM. Por exemplo, mdltiplas
folhas de FM podem ser laminadas juntas para aumentar a resisténcia e a
espessura do arcabouco, como aqui descrito. A fim de apoiar uma protese
de mama e/ou o tecido nativo da mama, é necessario um arcabouco relati-
vamente resistente. Consequentemente, os arcabougos para a reconstrucao
da mama podem incluir, vantajosamente, uma folha laminada contendo 2 ou
mais folhas de FM unidas juntas (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15 ou mais folhas). As folhas de FM podem ser laminadas usando
polimeros, usando pontos ou suturas ou usando ambos, polimeros e pontos
ou suturas, como aqui descrito. Em uma modalidade particular, as camadas
de arcaboucos laminados de FM para a reconstrugio da mama s&o fixadas
juntas por uma costura. O uso da costura e/ou polimeros adesivos para lami-
nacao de folhas miltiplas de FM garante que o arcabougo de FM retenha

sua forma tridimensional antes e durante o implante em um paciente.
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O arcabouco de FM também pode ser perfurado ou nao perfura-
do, como aqui descrito. A perfuracao reduz o risco do acimulo de fluido e da
formacao de seroma sob o implante e permite que as células infiltrem mais
facilmente o arcabouco, permitindo o crescimento mais rapido do tecido in-
terno e a remodelagem do arcabouco.

Um arcabougo de FM para a reconstrugao da mama pode ter va-
rias formas diferentes a fim de fornecer adequadamente uma cobertura para
a protese de mama durante o aumento da mama ou para o tecido nativo du-
rante a mastopexia. Em modalidades preferidas, um arcabouco de FM tem a
forma de um crescente, como ilustrado na figura 2(A), ou uma forma eliptica,
como ilustrado na figura 2(B). Uma forma em semicirculo ou de meia-lua
também pode ser usada. Em uma modalidade, o arcabouco & suficientemen-
te grande para cobrir completamente ou parcialmente as se¢des inferior e/ou
lateral da protese de mama ou o tecido da mama. Isso permite que o arca-
bougo suporte o pdlo inferior da prétese de mama e/ou tecido nativo da ma-
ma, imitando as dobras mamarias inferior e lateral. Nessa modalidade, o ar-
caboucgo pode ser colocado em uma orientacdo horizontal ou vertical. O ar-
cabougo também pode ser ajustado em uma orientacio vertical sobre a late-
ral ou o lado medial de uma protese de mama, para inibir o deslocamento
lateral ou medial da protese.

Em modalidades particulares da invencao, o arcabouco de FM
para reconstrugdo da mama tem cerca de 3 cm a cerca de 35 cm de com-
primento (por exemplo, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, ou 35 cm), e
cerca de 3 cm a cerca de 35 cm de largura (por exemplo, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, ou 35 cm). Um arcabougo de FM exemplificador para a
reconstrugcido da mama tem cerca de 3 cm a cerca de 12 cm de largura e
cerca de 25 cm a cerca de 35 cm de comprimento. Tamanhos e formas ade-
quadas adicionais de arcabougos sao conhecidas na técnica, como descrito,
por exemplo, no WO 2008/016919 e US 2007/0088434 A1, cujos contetidos

estao incorporados aqui por referéncia em suas totalidades. Essas formas e
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tamanhos podem todas ser aplicadas aos arcabougos de FM da invencao,

7 Quando implantados em um paciente, o arcabougo de FM para a
reconstrugcao da mama sofre uma biodegradacao controlada como resultado
da substituicdo de célula viva, tal que o arcabougo original & remodelado. A
infiltragéo de células de um paciente no arcaboucgo resulta finalmente na
substituicdo da ECM do arcabougo por uma matriz produzida pelas células
infiltrantes, Ao longo do tempo, o arcabougo sofre uma remodelagem cons-
trutiva normal, resultando na formacao de um novo tecido para apoiar a pro-
tese de mama e/ou o tecido mamario. Essa abordagem elimina a necessida-
de de transferir tecido de um outro local do paciente, especialmente no caso
de reconstrugao pés-mastectomia, reduzindo dessa maneira a complexidade
e a duragao do procedimento cirlirgico.

Consequentemente, os arcabougos de FM para a reconstrugdo
da mama aqui descrito podem ser usados em uma ampla faixa de procedi-
mentos que envolvem o aumento da mama ou mastopexia, incluindo, por
exemplo, de uma maneira profilatica no momento ou no posicionamento ini-
cial de uma protese de mama, em procedimentos de reposicionamento cor-
retivo subsequentes, na reconstrugéo pés-mastectomia e nos procedimentos
de elevacdo da mama. Os métodos para usar os arcaboucgos de tecido nos
procedimentos anteriores sdo bem conhecidos na técnica. Tais métodos en-
volvem tipicamente a fixagcdo do arcabouco na posicdo desejada, por exem-
plo, através das segGes inferior e lateral da mama para apoiar o pélo inferior
de uma protese de mama/tecido de mama ou sobre a lateral ou lado medial
da mama para inibir o deslocamento lateral ou medial. A fixagdo pode ser ob-
tida usando qualquer método adequado conhecido na técnica, por exemplo,
pela colocagao de suturas ou grampos ou com o uso de um dispositivo ade-
rente. Ao longo do tempo, o arcabougo de FM se torna integrado no tecido
circundante. Outras técnicas exemplificadoras para uso em arcaboucos de
tecido artificial na reconstru¢cdo da mama séo descritas, por exemplo no WO
2008/016919 e US 2007/0088434 A1, cujos contelidos estao incorporados
aqui por referéncia. Tais técnicas sao igualmente aplicaveis aos arcabougos

de tecido de FM da invengdo nos procedimentos de reconstrucdo da mama.



10

15

20

25

30

34/92

VL. Isolamento de Arcaboucos dga Tecido de Orgéaos de Mamiferos usando o

Fluxo Osmotico Transmural Selado (STOF)

Arcaboucos de matriz extracelular sdo produzidos, tradicional-
mente, a partir de tecido gastrointestinal (por exemplo, estdmago glandular e
intestino delgado) ou de tecido urogenital (por exemplo, bexiga) pela remo-
¢ao das células epiteliais € da mucosa muscular tanto fisicamente quanto
pela separacao quimica antes ou depois do tecido ser imerso em solucdes
de processamento. A separacéo fisica da camada mucosa remove, tipica-
mente, o epitélio, a membrana basal, a camada glandular e a maior parte, se
nao toda, da lamina prépria e tlnica muscular.

O processo de decelularizagédo remove os componentes antigéni-
cos do arcabouco, enquanto conserva a atividade bioldgica assim como a in-
tegridade mecénica e estrutural da ECM. Os métodos fisicos de remogao de
célula incluem, convencionaimente, o congelamento rapido, forga mecénica,
agitagado e sonicagéo. Os agentes quimicos convencionalmente usados para a
decelularizagdo incluem tratamentos alcalinos e 4cidos, detergentes nao i6ni-
cos (por exemplo, Triton X-100), detergentes iénicos (por exemplo, SDS, Tri-
ton X-200), detergentes zwitterionicos (por exemplo, CHAPS, SB-10, SB-16),
Tri(n-butil)fosfato, tratamentos hipoténicos e hiperténicos e agentes quelantes
(por exemplo, EDTA, EGTA). Os métodos de processamento enzimatico con-
vencionalmente usam tripsina, dipase, endonuclease e exonuclease.

Os métodos de processamento usados até agora imergem tanto
o 6rgéo intacto aberto quanto uma segao do 6rgao em uma sequéncia de
solugbes de processamento, expondo dessa maneira todas as superficies a
cada uma das solugdes. As caracteristicas diferentes do tecido muscular e
epitelial podem significar que uma solugéo que tem efeito positivo sobre uma
camada de tecido, pode ter um impacto negativo sobre outra camada de te-
cido. Isso geralmente resulta no uso de multiplas etapas de processamento,
prolongando o tempo de processamento. Todas as solugdes de processa-
mento terdo um impacto sobre a composicdo bioquimica, ultraestrutura do
tecido e comportamento mecénico da ECM remanescente. Tempos de pro-

cessamento mais curtos sado desejaveis, por que a exposi¢do prolongada
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aos agentes de processamento, por exemplo, Triton X-100, SB-10, SB-16,
Triton X-200, SDS e tripsina pode ser prejudicial a ECM. Tempos de proces-
samento mais curtos permitem maior efici€ncia, melhoram os custos econé-
micos do processamento e reduzem a exposicdo a proteases celulares, que
podem danificar a ultraestrutura nativa da ECM. Os métodos de processa-
mento usados até agora recaem na difuséo das solugées de processamento
através do tecido, o que pode ser intensificado algumas vezes com a agita-
¢ao e temperatura aumentada. Consequentemente, o processamento do
tecido em temperaturas fisiolégicas encurta o tempo de processamento com
relagdo ao processamento a 4°C. Entretanto, as temperaturas fisiolégicas
aumentam a atividade das proteases endégenas e, dependendo da solucao
usada, podem estimular o crescimento de contaminantes microbianos.

A presente invengao supera esses obstaculos e fornece um mé-
todo aperfeigoado para a produgdo de arcabougos de ECM a partir de teci-
dos ou orgaos de mamiferos. De acordo com o método da invencdo, solu-
¢Oes diferentes s&o isoladas sobre cada lado do tecido, permitindo que cada
solugado seja otimizada para atingir as respectivas camadas de tecido. Uma
solugao & preparada de maneira a ser hipertonica ou hipoténica com relagdo
a outra solugao, tal que quando as solugdes sé@o expostas a lados opostos
de um tecido ou 6rgao (por exemplo, os lados luminal e abluminal), um fluxo
osmético transmural através da parede € estabelecido. Esse método de pro-
cessamento auxilia na decelularizagdo, separacio de camadas de tecido e
remocao de restos celulares e de agentes de processamento. Adicionalmen-
te, esse método reduz efetivamente os tempos de processamento.

Os métodos da invengdo aqui descritos, nos quais é estabeleci-
do um fluxo osmético transmural através da parede de um érgéo, sdo referi-
dos como "Fluxo Osmético Transmural Selado" (STOF). Os métodos STOF
podem ser usados para processar quaisquer tecidos humanos ou de animal
intactos ou selados para separar efou decelularizar as camadas de tecido e
para dessa maneira extrair os arcabougos baseados em ECM. Consequen-
temente, esse método pode ser usado para processar o tecido do pré-

estdbmago de um ruminante para produzir arcabougos de FM ou para pro-
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cessar qualquer outro tecido de mamifero. Uma modalidade exemplificadora,
nao limitante do método STOF esta ilustrada na figura 3. Essa figura mostra
um orgao que foi preenchido com uma solugao, selado e imerso em outra
solugao. A diferenga na salinidade enfre as duas solugdes resulta em um
fluxo osmético transmural. Sera observado que um gradiente osmético pode
ser estabelecido em qualquer direcao pela alteraga@o da colocacgéio das solu-
¢oes (isto &, solugdes hipertonicas e hipotdnicas). O gradiente é estabeleci-
do, preferencialmente, em uma diregdo que mimetize o fluxo natural do 6r-
gao. Por exemplo, quando se processa o tecido do pré-estémago de um ru-
minante, o gradiente é estabelecido preferencialmente da superficie luminal
para a abluminal do tecido. O uso da biomimética para determinar a diregéo
sobre a qual estabelecer o fluxo transmural permite que a fisiologia natural e
as propriedades do fluxo do tecido aperfeicoem o processamento.

O método STOF da invencéo é particularmente Gtil para o pro-
cessamento de tecidos que s&o dificeis de delaminar, tais como aqueles que
possuem um epitélio escamosos estratificado queratinizado, por que ele
permite que as camadas de tecido sejam atingidas por agentes especificos.
STOF pode ser usado para processar qualquer tecido ou érgéo intacto ou
parcialmente intacto, que possa ser selado tal que um fluxo osmético trans-
mural possa ser criado. Isso inclui, por exemplo, tecidos ou 6rgéos de ori-
gem gastrointestinal, urogenital, cardiovascular ou dérmica. Essa abordagem
pode ser usada para processar uma ampla faixa de tecidos ou 6rgéos usan-
do varias solugdes de processamento, incluindo, mas no limitadas aquelas
que contém sais, (por exemplo, NaCl, KCI, EDTA, EGTA), detergentes (por
exemplo, Triton X-100, Triton X-200, dodecil sulfato de sédio, deoxicolato de
sodio, CHAPs, sulfobetaina, tri(n-butil)fosfato) e enzimas (por exemplo, trip-
sina, endonucleases e exonucleases). Consequentemente, esse método
pode ser adaptado para uso com qualquer tecido ou 6rgao de animal ou hu-
mano que possa ser moldado, tal que o tecido ou 6rgéo ou uma porcéo des-
ses, seja selado para permitir a criagdo de um gradiente osmético transmu-
ral. Um gradiente osmético transmural também pode ser estabelecido atra-

vés de uma segao de tecido que isole uma solugdo em um recipiente de uma
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segunda solugao na qual ela esta imersa.

O método STOF funciona muito bem em baixas temperaturas,
por que o fluxo é dirigido por um gradiente osmético ao invés de ser depen-
dente da difusdo e do movimento Browniano. A rapida eficiéncia desse mé-
todo em baixas temperaturas € particularmente vantajosa pelo fato de mini-
mizar a degradacéo intrinseca por protease de componentes biologicos do
arcabouco de ECM e também por prevenir o crescimento microbiano. Em
uma modalidade, o método é realizado em uma temperatura de menos do
que 6°C (por exemplo, 2°C — 4°C) em menos do que 36 horas (por exemplo,
preferivelmente em 24 horas ou menos). Esse método foi usado eficazmen-
te, por exemplo, para delaminar o epitélio escamoso estratificado queratini-
zado do pré-estdbmago de um carneiro a 4°C em menos do que 24 horas.
Por comparacgao, processos para gerar um arcabougo de matriz acelular de
es6fago que foram relatados previamente demoraram mais do que uma se-
mana (veja, por exemplo, Bhrany ef al., "The Development of an Esophagus
Acellular Matrix Tissue Scafold"”, Tissue engineering (2006) 12(2), incorpora-
do aqui por referéncia). Esse aperfeicoamento € possivel por que o fluxo
osmoético transmural direciona as solugdes de processamento através do
tecido. Em outra modalidade, o método € realizado em temperatura ambien-
te ou préximo dela (por exemplo, 18°C — 24°C). Em temperatura ambiente
ou proxima dela, os tempos de processamento podem ser adicionalmente
reduzidos. Por exemplo, o processo STOF foi utilizado para decelularizar e
delaminar o pré-estémago de um ovino em temperatura ambiente em menos
do que 6 horas. O processo STOF também transmite o beneficio de tratar as
diferentes superficies do tecido com diferentes solugdes gue sdo otimizadas
para remover a camada objetivada (por exemplo, musculo ou epitélio).

As propriedades do fluxo osmético transmural sdo tais que a
quantidade de fluido que passa através do tecido &€ dependente da area da
superficie. A area da superficie do tecido pode ser controlada pela quantida-
de de liquido encapsulado dentro dele (o nivel de distensédo). Consequente-
mente, um tecido ou 6rgao pode ser completamente ou parcialmente disten-

dido para aumentar adicionalmente a area da superficie do tecido exposta
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ao gradiente osmético e, dessa maneira aumentar o fluxo osmético que pas-
sa pelo tecido ou érgao.

O método STOF da invengao pode ser usado para remover toda
ou parte de uma Unica camada ou de multiplas camadas do tecido a ser pro-
cessado, Por exemplo, todo ou parte do epitélio, membrana basal ou tdnica
muscular e suas combinacdes podem ser removidos durante ou depois do
processamento. Varias solugbes diferentes podem ser empregadas, depen-
dendo do tecido a ser processado e da composicao das camadas do tecido
que devem ser delaminadas. Em uma modalidade, uma solugéo hipertonica
& encapsulada dentro de um érgao ou tecido e o tecido ou 6rgdo é imerso
em uma solugéo hipoténica. Em outra modalidade, uma solugéo hipotdnica é
encapsulada dentro de um érgéo ou tecido e o tecido ou 6rgéo é imerso em
uma solugéo hiperténica. Em ambos os casos, a diregdo do fluxo osmético
sera da superficie do 6rgdo em contato com a solugdo hipoténica para a su-
perficie em contato com a solugéo hiperténica.

A soluggo hiperténica pode conter um ou mais tampdes, deter-
gentes, sais ou suas combinacdes. Igualmente, a solugdo hipotdnica pode
conter um ou mais tampoées, detergentes, sais ou suas combina¢des. Em to-
das as circunstancias, a solucédo hipertdnica contém uma concentracdo de
soluto maior do que a solugéo hipotdnica. Por exemplo, uma solucéo salina
hipertdnica contém uma quantidade de sal maior do que uma solugao hipoté-
nica. Em uma modalidade preferida, a solucao hiperténica contém uma quan-
tidade de sal maior do que o érgdo a ser processado, e a solugio hipotdnica
contém uma quantidade de sal menor do que o érgéo a ser processado.

Em uma modalidade particular, a solugéo hiperténica contém
NaCl. Concentragbes adequadas de NaCl variam, por exemplo, entre cerca
de 0,5 M a 10 M (por exemplo, cercade 0,5M, 1M, 1,5M,2M,25M, 3 M,
35M,4M, 45M,5M,55M,6 M,6,5M, 7M,75M,8M,85M,9M, 9,5M
ou 10 M). Em uma modalidade exemplificadora, a solugao hiperténica con-
tém cerca de 4 M de NaCl.

Em outra modalidade particular, a solugéo hipoténica contém Tri-
ton X-200 e EDTA. As concentragSes adequadas de Triton X-200 na solugéo
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hipot6nica variam, por exemplo, entre cerca de 0,001% e 1% (por exemplo,
cerca de 0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,25%, 0,5%, 0,75% ou
1%). As concentragbes adequadas de EDTA na solugao hipoténica variam,
por exemplo, entre cerca de 0,01% e 1% (por exemplo, cerca de 0,01%,
0,05%, 0,1%, 0,25%, 0,5%, 0,75% ou 1%). Em uma modalidade exemplifica-
dora, a solugao hipoténica contém cerca de 0,028% de Triton X-200 e cerca
de 0,1% de EDTA.

Em outra modalidade particular, a solugao hipoténica contém
SDS. As concentracdes adequadas de SDS na solugdo hipoténica variam,
por exemplo, entre cerca de 0,001% e 1% (por exemplo, cerca de 0,001%,
0,005%, 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,25%, 0,5%, 0,75% ou 1%). Em uma modali-
dade exemplificadora, a solugéo hipotdnica contém cerca de 0,028% de
SDS. Em uma modalidade particular, a solugao hipoténica contém cerca de
0,028% de Triton X-200, 0,1% de EDTA e 0,1% de SDS. Em outra modali-
dade particular, a solugao hipoténica contém cerca de 0,028% de Triton X-
200, 0,1% de EDTA e 0,028% de SDS.

Depois que o processamento inicial de um 6rgao € obtido pela
encapsulacdo de uma solugdo dentro do 6rgao, seguida pela imersdo do
6rgao em uma segunda solugdo, tal que um gradiente osmético transmural
através da parede do 6rgao seja estabelecido, o processamento adicional é
possivel (mas n@o necessario) pela remogao do 6rgao da segunda solucéo e
imersao do 6rgao em uma terceira solucgéo, tal que o fluxo osmético trans-
mural seja novamente restabelecido. A dire¢do do fluxo osmético transmural
& preferivelmente a mesma durante ambos os estdgios de processamento
(isto &, da superficie luminal para a abluminal ou da superficie abluminal pa-
ra a luminal). A solucdo encapsulada dentro do érgdo ndo necessita ser re-
movida antes ou durante o processamento adicional.

Consequentemente, em uma modalidade exemplificadora, uma
solugdo hipertdnica contendo NaCl (por exemplo, cerca de 4M de NaCl) é
encapsulada dentro de um 6rgao (ou uma porgdo desse) de mamifero.
O argéao é imerso em uma solugao hipotdnica contendo Triton X-200 e EDTA
(por exemplo, cerca de 0,028% de Triton X-200 e 0,1% de EDTA). O érgao é
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imerso depois em uma solucdo hipotonica contendo SDS (por exemplo, cer-
ca de 0,1% de SDS ou cerca de 0,028% de SDS). As solucdes sdo selecio-
nadas com base no efeito desejado que elas transmitem ao tecido proces-
sado. Por exemplo, uma solugao hipoténica contendo Triton X-200 e EDTA
direciona a ruptura da membrana basal entre o epitélio e a propria submuco-
sa, enquanto que uma solu¢@o hipotdnica contendo SDS é usada primaria-
mente para obter a decelularizagao. O uso da solugéo de SDS em um méto-
do STOF acelera a remogdo de paredes celulares e residuos celulares.
Consequentemente, mlltiplas rodadas de processamento por STOF podem
ser usadas para alcancar o beneficio transmitido pelas multiplas solugoes de
processamento distintas.

Em outra modalidade exemplificadora, o método STOF & usado
para separar e decelularizar as camadas de tecido do pré-estémago de um ru-
minante para gerar FM. O processo pode ser usado, por exemplo, sobre o pré-
estdmago de gado, cabras ou carneiros. FM pode ser gerado a partir do rimen,
reticulo ou omaso usando o método STOF. Em uma modalidade exemplificado-
ra, o método € usado para gerar FM do pré-estémago de cameiro (Ovis aries).
A superficie epitelial do pré-estbmago € de epitélio escamoso estratificado que-
ratinizado que est4 firmemente ligado a membrana basal. Ele é adaptado para
resistir ao dano da abraséo, tornando-o dificil de remover usando outros méto-
dos manuais ou mecanicos. Em uma modalidade preferida, o fluxo osmético
transmural é estabelecido através pré-estémago da superficie luminal para a
superficie abluminal, mimetizando o fluxo natural do érgao.

Em outra modalidade exemplificadora da invengao, trés solugGes
em particular sdo empregadas para uso na separagao de tecido e remocéao
de célula do pré-esttmago de uma maneira oportuna usando o método
STOF. A Solugéo A contém cerca de 4 M de NaCl, a Solucao B contém cer-
ca de 0,028% de Triton X-200 e 0,1% de EDTA e a Solugao C contém cerca
de 0,1% de SDS. A Solugéo A é hipertdnica em relagio a Solugdo B e a So-
lugéo C. Usando essas solugdes para processar o tecido do pré-estémago, o
pré-estémago invertido € preenchido com aproximadamente 10 L da Solugdo

A e pode ser selade com uma presilha. O rGmen preenchido pode entéo ser
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imerso na Solugdo B por aproximadamente 16 horas. Essa combinacéo é
direcionada para a ruptura da membrana basal entre o epitélio e a propria-
submucosa. O fluxo osmético transmural e a exposicdo da camada muscular
a Solugao A induz, adicionalmente, ao enfraquecimento das fibras muscula-
res, auxiliando na separacao fisica. O pré-estdbmago preenchido também
pode ser imerso na Solugdao C por aproximadamente 4 horas para obter a
decelularizagao.

O método STOF acelera a remogdo de paredes celulares e resi-
duos celulares. O uso do protocolo condensa a duragdo do processamento
com relacdo aos métodos tradicionais de processamento, ja que o fluxo ndo é
limitado simplesmente ao movimento Browniano. Além disso, o processo pode
ser realizado em baixa temperatura (por exemplo, 4°C ou menos) para limitar
a atividade de proteases endégenas e o crescimento microbiano. A habilidade
para processar o tecido em baixas temperaturas e em periodos de tempo cur-
tos possibilita a recuperacéo de altos niveis de moléculas biolégicas nativas
da ECM (por exemplo, fatores do crescimento, proteinas fibrilares, proteinas
adesivas, glicosaminoglicanos, etc.) no arcabougo finalizade com relagao ao
processamento usando outros métodos. Consequentemente, o arcabougo de
ECM gerado usando o método STOF tem caracteristicas bioquimicas distintas
com relagcdo aos arcabougos isolados por outros processos.

A presente invencao é ilustrada pelos exemplos a seguir que
nao devem ser interpretados como limitantes.

Exemplos
Exemplo 1: Preparacédo de Matriz de Pré-estémago (FM) por Fluxo Osmético
Transmural Selado (STOF)

Pré-estémagos de carneiros com menos de dois anos de idade

foram fornecidos por um abatedouro local. O pré-estémago foi invertido tal
que a superficie epitelial ficou para o lado de fora e a camada muscular ficou
para o lado de dentro. Ele foi preenchido, tal que o 6rgéo foi distendido com
10 L de NaCl a 4 M e selado com uma presilha. O pré-estémago foi suspen-
so em uma solucao contendo EDTA 0,1% e Triton X-200 0,028% por 16 ho-

ras, depois do que ele foi transferido para uma solugao contendo SDS 0,1%
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por mais 4 horas. Tomou-se cuidado para garantir que o érgao nao conta-
tasse outras superficies, incluindo uma com a outra, o que poderia limitar o
fluxo osmético. Esse processo permitiu que as solugdes com Triton X-
200/EDTA e SDS fossem direcionadas através do tecido, induzindo a dece-
lularizagéo e rompendo com eficiéncia a membrana basal.

O pré-estdmago foi removido do processo STOF e o contelido
esvaziado. Ele foi cortado de maneira a abrir o 6rgao tal que as superficies
muscular e epitelial pudessem ser delaminadas. Isso pode ser realizado, por
exemplo, tanto pela raspagem manual quanto mecanica a fim de isolar o FM.
O FM foi lavado por 30 minutos usando agua em temperatura ambiente com
agitacao e depois foi transferido para acido peracético 0,1%, NaCl a 1 M em
etanol 5%. Isso foi misturado por 60 minutos seguido por 4 etapas de lavagem
em agua estéril (15 min), PBS pH 7,2 (15 min), 4gua (15 min) e PBS pH 7,2
(15 min). A FM foi liofilizada, embalada assepticamente e finalmente esterili-
zada com 6xido de etileno. Essa modalidade do processo STOF esta ilustrada
na figura 4. O exame histolégico de cortes corados com Hematoxilina e Eosi-
na (H & E) confirmou que a decelularizagao foi eficaz. Isso foi verificado de-
pois pela comparacéo da concentragdo de DNA no tecido do pré-estémago e
no arcabouco de FM. Amostras digeridas com papaina foram incubadas com
o corante Hoescht 33258 (10 pg/mL, Sigma — Missouri, USA) e as unidades
de fluorescéncia relativa foram quantificadas usando um leitor de placa de mi-
crotitulacdo. A concentracao de DNA ftotal foi calculada a partir de uma curva
padronizada de DNA de timo de bezerro (Sigma — Missouri, USA). Como
mostrado na figura 5, o contetido de acido nucleico estava significativamente
diminuido no arcabouco de FM quando comparado com o tecido do pré-
estdmago, indicando que o arcabougo de FM estava decelularizado.
Exemplo 2: Propriedades de Fluxo e Efeito da Orientacéo do Tecido durante
0 método STOF

O experimento a seguir foi realizado para determinar o relacio-

namento entre a area da superficie do pré-estémago e o fluxo osmatico da
passagem de agua pelo pré-estémago. Nesse estudo, NaCl a 4 M e agua

foram usados para estabelecer um gradiente osmético através do tecido do
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pré-estbmago. A area da superficie do pre-estdmago pode ser aproximada
com base na 4area da superficie de uma esfera (417°). O volume de liquido
no pré-estémago antes e depois de STOF foi usado para calcular a alteragéo
do volume da solugdo do interior (L). Houve uma correlacao linear entre a
area da superficie do pré-estébmago (grau de distensdo) antes de STOF e o
fluxo de agua dentro do pré-estébmago (alteracédo de volume), como ilustrado
na figura 6. Como mostrado nessa, o fluxo osmético da agua que passa por
dentro do pré-estdbmago aumentou com o aumento da area da superficie do
pré-estdmago selado. Uma redugao na taxa do fluxo osmético foi observada
tipicamente ao longo do tempo, com um fluxo maior obtido durante as pri-
meiras 24 horas de STOF.

Como um meio para evidenciar o fluxo através do pré-estémago
junto com um gradiente osmoético durante o processamento por STOF, o pe-
so dos pré-estbmagos foi medido antes e depois que o fluxo osmdtico
transmural foi aplicado. A configuragdo de STOF foi similar aquela descrita
no Exemplo 1 e na figura 3. O peso do pré-estébmago aumentou durante
STOF como consequéncia do movimento do fluido no tecido. Os pré-
estdbmagos no inicio do processo pesavam 789 +/- 45 g, enquanto que no
final do processo os mesmos pré-estémagos pesavam cerca de 1160 +/- 92
g. A passagem do fluido pelo tecido do pré-estémago resuliou em ganho de
peso ja que a hidratagao do tecido aumentou. Esses resultados estdo ilus-
trados na figura 7.

A orientacdo do tecido impactou significativamente os resultados
obteniveis com STOF. O estabelecimento de um gradiente osmético através
do pré-estébmago na direcao do fluxo natural, fisiologico (isto &, fluxo do epi-
télio para o musculo, por exemplo, da superficie luminal para a superficie
abluminal do pré-estémago) resultou na remogao bem sucedida da camada
muscular, camada epitelial e células do pre-estbmago. Em contraste, quando
um gradiente osmético foi estabelecido contra a direcdo do fluxo natural fi-
siolagico (isto &, fluxo do musculo para o epitélio, por exemplo, da superficie
abluminal para a superficie luminal do pré-estémago), o tecido fornou-se de-

sidratado e pegajosos e a remogéo subsequente das camadas de musculo e
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epitélio foi mais dificil. Esses dados estdo resumidos na Tabela 2. A direcao
do fluxo também afetou o aspecto do tecido no final do processamento.

Tabela 2. Orientacdo do tecido e propriedades do fluxo

Camada | Solugdo | Camada | Solugédo | Fluxo Aspecto do | Facilidade
interna Interna externa Exierna | transmural | tecido depois | de  delami-
do tecido do tecido de STOF nacao
Musculo | 0,1% Epitélio 4 M de | Misculo — | Desidratado | Ruim

SDS NaCl Epitélio

Muasculo |4 M de | Epitélio 0,1% Epitélio— Hidratado Boa
NaCl SDS Musculo

Epitélio 0,1% Musculo | 4 M de | Epitélio — | Hidratado Boa

SDS NaCli Musculo
Epitélio 4 M de | Misculo | 0,1% Mtusculo — | Desidratado | Ruim
NaCl SDS Epitélio

Exemplo 3: Preparacao de Matriz de Pré-estémago Laminado usando Poli-

meros Adesivos

Os arcaboucos de FM descritos aqui podem ser formatados co-
mo folhas Ginicas ou podem ser laminados para formar composigcoes lamina-
das com multiplas camadas de FM. O exemplo a seguir descreve a prepara-
cao de um arcabouco de FM laminado usando um polimero adesivo de cola-
geno ou uma camada adesiva preparada a partir de alcool polivinilico ou hi-
droxipropil celulose. Para preparar o laminado ligado por colageno, um gel
de polimero de colageno foi preparado inicialmente a partir do arcabouco de
FM parental. Esse gel de colageno mantinha as mesmas qualidades bioqui-
micas como o material parental e sofreu remodelagae quando usado como
parte de um arcaboucgo de FM laminado na regeneragao de tecido. O gel de
polimero de coladgeno foi preparado usando a desnaturagdo pelo calor do
arcabougo de FM parental. FM finamente pulverizada (10% peso/volume) foi
aquecida a 95°C em agua purificada ou PBS por 90 minutos. A mistura foi
centrifugada a 10k RPM por 30 minutos a 35°C para remover os particulados

e o sobrenadante foi reservado. Durante a repouso e o resfriamento em
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temperatura ambiente, a solugéo se solidificou em um gel. A gelificacdo da
suspensao de colageno era reversivel e, como tal, foi aquecida (>37°C) an-
tes da aplicagéo direta como um gel as folhas de FM como uma camada en-
tre duas (ou mais ) folhas. Durante o repouso e a secagem o gel de colage-
no laminou efetivamente as folhas de FM para produzir laminados de duas
camadas.

Como a camada polimérica contribui para as caracteristicas de
desempenho global do arcabouco laminado, caracteristicas diferentes de
resisténcia e manuseio do laminado foram produzidas pela alteracdo da na-
tureza da camada polimérica adesiva. Adicionalmente, alteracées na cama-
da polimérica foram usadas para alterar a taxa de hidratagdo do laminado,
sua estabilidade proteolitica e para a liberagéo de bioativos.

O adesivo de alcool polivinilico e hidroxipropil celulose foi aplica-
do como filmes secos que reidrataram em contato com o arcaboucgo de FM
umido. A liofilizagdo subsequente dos laminados contendo alcool polivinilico
e hidroxipropil celulose desidratou a camada polimérica para fornecer um
sanduiche laminado.

Os laminados de duas camadas foram testados quanto a resis-
téncia uniaxial de acordo com o Exemplo 13. Os resultados estdo resumidos
na Tabela 3. Os arcabougos de FM laminados com &lcool polivinilico e hi-
droxipropil celulose foram significativamente mais resistentes do que os ar-
cabougos de FM laminados com colageno. Entretanto, a resisténcia aumen-
tada foi neutralizada por uma diminui¢éo da elasticidade dos arcaboucos de
FM laminados com alcool polivinilico e hidroxipropil celulose, como refletido
por um aumento no médulo de elasticidade e uma diminuigéo no alongamen-
to maximo. O arcabouco de FM laminado com alcool polivinilico teve melhor
desempenho com base na tensdo de cedéncia, uma expressao normalizada
para a espessura da amostra.

Esse exemplo demonstra que como a camada polimérica contri-
bui para as caracteristicas de desempenho global do arcabougo laminado,
caracteristicas diferentes de resisténcia e manuseio do laminado foram pro-

duzidas pela alteragao da natureza da camada adesiva polimérica.
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Tabela 3. Caracterizagao biofisica de arcabougo de FM laminado com ca-

madas adesivas poliméricas de colageno, alcool polivinilico e hidroxipropil

celulose.
Espes- | Carga Rigidez Tan- | Mdodulo de | Tensao de
Alongamento
sura Maxima gencial Maxi- | Elasticidade Escoamen-
Maximo (mim)
(mm) (N) ma (N/mm) (Young) (GPa) | to (MPa)

0,306+ | 17,945
Colageno 19,418+ 0,721 | 1,347+0,262 0,05+0,01 9,77+1,68
0,018 + 3,088

Hidroxipropil | 0,363+ | 23,533
12,536+ 0,382 | 2,790+0,438 0,086+0,016 10,80+1,84
celulose 0,023 + 4,000

Alcool poli- | 0,247+ | 22,292
13,502+ 0,222 | 2,385+0,152 0,121+0,01 15,07+0,79
vinilico 0,012 +1,172

Erros representam os erros padronizados de cinco experimentos

Exemplo 4: Arcaboucos de FM Costurado em Laminados

Os arcabougos de FM aqui descritos possuem propriedades fisi-
cas intrinsecas (por exemplo, tamanho, espessura, resisténcia) que possibili-
tam que as folhas de arcabougo de FM sejam costuradas ou suturadas jun-
tas para formar laminados. Os laminados podem ser costurados ou sutura-
dos juntos com ou sem um polimero situado entre as folhas individuais de
FM. O exemplo a seguir descreve a preparacao de um arcabougo laminado
de FM com duas camadas pela costura das camadas de FM juntas com um
fio de algodao.

Os arcaboucos de FM foram costurados juntos usando um fio de
algodao para formar laminados de duas camadas. Uma maquina de costura
foi usada para criar uma costura reta (aproximadamente 2 mm de compri-
mento do ponto) através das duas camadas de folhas de arcaboucgo de FM.
O laminado de duas camadas foi costurado junto usando pontos paralelos
com aproximadamente 5 mm de distancia e percorrendo a extenséo do la-
minado. O teste de resisténcia uniaxial dos laminados costurados foi condu-
zido usando o protocolo descrito no Exemplo 13 e os laminados costurados
foram comparados com laminados de duas camadas criados usando uma

camada adesiva de colageno polimérico que ndo tinha sido costurada.
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Os resultados sao mostrados na Tabela 4. A resisténcia do laminado costu-
rado superou a do laminado baseado em colageno, como descrito pela car-
ga maxima e tensao de escoamento. Entretanto, como a resisténcia aumen-
tou, a elasticidade e o alongamento do laminado costurado foram reduzidas
em rela¢do ao laminado baseado em colageno.

Tabela 4: Caracterizacao biofisica de arcabouco de FM laminado com colage-

no, comparado com arcabougo de FM laminado costurado.

Espes- | Carga Alongamen- | Rigidez Tan- | Médulo de | Tensdo de
sura Maxima fo Maximo | gencial Ma- | Elasticidade Escoamen-
(mm) (N) (mm) xima (N/mm) | (Young) (GPa) | to (MPa)
0,306+ | 17,945+ 19,418+

Colageno 1,347+ 0,262 | 0,05+ 0,01 9,77+ 1,68
0,018 3,088 0,721

Laminado 0,272+ | 24617+ 13,795
2,731+ 0,284 | 0,130+ 0,017 15,10+ 1,29

costurado 0,031 2,105 1,207

Erros representam erros padronizados de cinco experimentos
Exemplo 5: Distribuicdo de Colageno IV e Laminina em uma Membrana Ba-

sal Rompida
O arcabougo de FM obtido de acordo com o processo descrito

no Exemplo 1, assim como o epitélio removido durante a delaminagéo do
tecido do pré-estébmago, foram fixados pela imersdo em formalina 7% tam-
ponada neutra e embebidos em cera de parafina. Segdes com uma espessu-
ra de 10 pm foram cortadas usando um micrétomo antes que a segio fosse
relaxada em agua aquecida e montada em laminas cobertas com APE.
As sec¢Oes foram fixadas as laminas pela imersdo em paraformaldeido por
10 minutos e armazenadas em condi¢oes livres de poeira em temperatura
ambiente. A parafina das laminas foi dissolvida pela imersdo em quatro la-
vagens de 5 minutos com xileno 100% e reidratadas através de concentra-
¢oes decrescentes de etanol antes da imersao em TBS 50 mM (pH 7.4). As
peroxidases endogenas foram suprimidas usando H,0, 5% em metanol 70%
por 30 minutos. Os procedimentos de coloragao foram realizados de acordo
com os protocolos de um kit de detecgédo secundaria DAB (Chemicon). As

secoes foram lavadas trés vezes em TBS por 5 minutos de cada vez, segui-
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da pela incubacado em soro bloqueador por 30 minutos para blogquear a liga-
¢do nao especifica. Subsequentemente, as secbes foram incubadas com um
anticorpo primério adequado (isto €, um anticorpo que reconhece a laminina
ou colageno IV, tal como um anticorpo primario de coelho antiovino), em
uma diluicao de 1:100 (ambos os anticorpos primarios foram ofimizados no
tecido antes de usar nesse ensaio). As se¢des foram incubadas com o anti-
corpo primario em uma camara umidificada por 30 minutos em temperatura
ambiente. As se¢bes foram lavadas depois em TBS contendo Triton X-100
0,1% (TrTBS) e depois duas vezes em TBS por 5 minutos cada. As secdes
foram incubadas com anticorpo secundario fornecido no kit de deteccéo se-
cundaria DAB, descrito acima, por 10 minutos em temperatura ambiente. As
secOes foram subsequentemente lavadas uma vez em TrTBS e duas vezes
em TBS seguida pela incubagdo com um conjugado de estreptavidina-
biotina (Vector Laboratories, USA) em temperatura ambiente por 10 minutos.
As laminas foram lavadas trés vezes em TBS antes da incubagdo com o
cromoégeno tetracloreto de diaminobenzidina (DAB) por 1-5 minutos para
possibilitar a coloragdo maxima do antigeno com um minimo de coloragdo
de fundo. A marcacdo com DAB foi suspensa pela lavagem das secoes em
dH»0O. As secdes foram contracoradas depois com hematoxilina, lavadas de
novo com agua corrente, desidratadas em concentracées ascendentes de
etanol, limpas com xileno, montadas usando o composto para montagem
DPX e armazenadas em temperatura ambiente até a visualizac&o. Proteinas
marcadas aparecem em marrom, enquanto que os nlicleos marcados com
hematoxilina aparecem em azul. Os controles negativos foram realizados
pela omissao da aplicacéo do anticorpo primario e/ou secundario durante os
procedimentos acima. As laminas foram visualizadas sob um microscépio e
as fotos foram tiradas usando o programa AnalySIS.

A imuno-histoquimica do arcabougo de FM revelou que o cola-
geno IV e a laminina estavam localizadas nas membranas basais epitelial e
vascular e também estavam presentes dentro da camada densa da matriz
profunda dentro da [&mina prépria. A coloragao da laminina e do colageno IV

do arcabougo de FM revelou que a membrana basal ndo era uma superficie



10

15

20

25

30

49/92

continua, mas ao invés disso era descontinua ou rompida. Colageno IV e
laminina foram adicionalmente vistos em amostras de epitélio retiradas de-
pois da delaminacdo do tecido. A coloragdo do tecido epitelial revelou que o
coladgeno IV e a laminina estavam localizados em fragmentos da membrana
basal. A presenc¢a de laminina e colageno [V em ambas a camada epitelial e
a superficie luminal do arcabougo de FM indica que a membrana basal é
rompida durante a delaminacao do tecido do pré-estémago. O rompimento e
a fratura da membrana basal durante o processo leva a liberagio do epitélio.
Significativamente, a presenga de laminina e colageno IV na camada da 13-
mina propria do arcabougo de FM fornece uma fonte dessas moléculas im-
portantes de adeséao celular durante a regeneracio do tecido.

Exemplo 6. Ruptura e Fratura da Membrana Basal

A suspensao de um pré-estémago de ovino contendo NaCl em
uma solugdo de processamento hipotonica que contém Triton X-200 0,028%
e EDTA 0,1% por 16 horas resultou no desprendimento do epitélio da pro-
pria-submucosa subjacente quando a membrana basal foi rompida.

A analise pela imuno-histoquimica de secdes retiradas das fo-
lhas epiteliais mostrou a presenca de colageno IV e laminina nos remanes-
centes da membrana basal em ambas, a FM e a camada epitelial desprendi-
da (descrita acima). Baseado no acima, € claro que as solugbes de proces-
samento estdo rompendo a estrutura da membrana basal, induzindo a mem-
brana basal a fraturar € a camada epitelial ser liberada. Depois do proces-
samento, o epitélio descamado em folhas a partir da prépria-submucosa
subjacente. Esse "desfolhamento” do epitélio ocorreu depois da imersdo em
solugéo de Triton X-200 e EDTA durante o processo STOF.

Western blotting revelou que a laminina, um componente princi-
pal da membrana basal, estava sendo liberada na solug@o durante o proces-
so de STOF. Isso ficou evidente quando solugdes de Triton X-200 0,028%
ou Triton X-200 0,028% + EDTA 0,1%, foram amostradas durante o proces-
so de STOF. Proteinas presentes nas amostras foram separadas por eletro-
forese em gel e visualizadas usando um anticorpo antilaminina (figura 8).

A laminina foi solubilizada com qualquer uma das solugdes que contém Tri-
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ton X-200 0,028% (Bandas 2 e 4, figura 8), mas ndo por uma solugio que
contém NaCl (banda 3, figura 8) ou SDS 0,1% (Banda 5, figura 8).

A analise bioquimica do arcabougo de FM e da camada epitelial
descamada durante o processamento revelou que a laminina, um compo-
nente basal principal estava presente em ambas fragdes. A laminina em am-
bos, o arcabougo de FM e o tecido epitelial, foi quantificada usando ELISA
de acordo com o Exemplo 7, abaixo. As concentragdes de laminina no arca-
bougo de FM e no tecido epitelial eram de 5,87 + 2,16 e 17,3 + 1,1 ug/g, res-
pectivamente. O fato de que a laminina foi detectada em concentragées rela-
tivamente altas no tecido epitelial descamado apoia adicionalmente a obser-
vacao de que durante o processamento com STOF, a membrana basal do
tecido do pré-estémago é fraturada, levando a perda da camada epitelial.

Exemplo 7: Composicdo Bioguimica do Arcabouco de FM

Um estudo intenso foi empreendido para entender ambos os
componentes maiores e menores do arcabougo de FM, por exemplo, arca-
bouco obtido de acordo com o processo descrito no Exemplo 1. Macroscopi-
camente, o produto pode ser considerado como uma matriz de colageno que
suporta a infiltracao e diferenciagcao celular. Entretanto, o processo de produ-
¢ao foi desenvolvido de tal maneira a reter os componentes menores biologi-
camente ativos, por exemplo os fatores de crescimento e os glicosaminoglica-
nos (GAGs). Esses componentes menores desempenham um papel igual-
mente importante na cicatrizagéo de lesdes e sua presenga nos arcabougos
de FM transmite propriedades benéficas na cura de lesdes ao produto.

Em todos os casos, a composicao bioquimica do arcabouco de
FM foi comparada com a submucosa de intestino delgado de porco (SIS) e o
material bruto, pré-estémago de ovino.

Em todos os casos, as amostras de tecido foram primeiramente
congeladas em nitrogénio liquido e moidas em um moedor de tempero para
fornecer um particulado fino. O p6 foi extraido e analisado quanto a macro-
moléculas bioguimicas de acordo com procedimentos estabelecidos. A ana-
lise bioquimica dos componentes principais esta resumida na Tabela 5.

O colageno soltvel total foi quantificado pela digestao enzimati-
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ca das amostras pulverizadas (pepsina 5 mg/ml, acido acético 0,5 M, 37°C,
16 h), seguida pela centrifugacdo e analise do sobrenadante usando Sircol®
Soluble Collagen Kit (biocolor — County Antrim, UK). O coléageno sollivel total
das amostras foi calculado a partir de uma curva padronizada de colageno |
da cauda do rato (Gibco Invitrogen — California, USA). A concentracdo de
colageno soldvel total era aproximadamente igual no pré-estémago de ovino,
arcabouco de FM e SIS.

Embora a quantificacdo do colageno solivel possa representar a
abundancia relativa do colageno fisiologicamente disponivel, ndo deve ser le-
vado em consideragao os componentes do colageno insoltveis em pepsina das
matrizes. Portanto, para entender o contelido de colédgeno total das amostras
de teste, a andlise de hidroxiprolina foi realizada de acordo com procedimentos
estabelecidos. As amostras foram hidrolisadas em HCI a 6M (120°C, 60 minu-
tos), depois os residuos de hidroxiprolina reagiram para formar um pirrol cromé-
foro que foi quantificado usando a absorbancia. O colageno fotal foi calculado a
partir de uma curva padronizada de hidroxiprolina (Sigma — Missouri, USA),
onde foi presumida a proporgdo de hidroxiprolina para colageno total de 7,14.
Nos arcabougos de FM e SIS, o colageno era aproximadamente 80-80% por
composicao. Como esperado, o colageno soliivel em pepsina representou ape-
nas uma pequena fracao do colageno total presente nas amostras.

O colageno IV é um componente importante da membrana basal
que promove a adesao e proliferagao celular. A membrana basal de FM esta
parcialmente intacta, sugerindo que essa caracteristica possa transmitir pro-
priedades proliferativas benéficas ao produto. O colageno IV foi solubilizado
com SDS 4% (37°C, 16 horas) em tampéo de extracéo, dialisado contra
PBS, quantificado usando um ELISA direto, sondado com um anticorpo anti-
colageno [V (Abacus ALS —Queensland, Austrélia) e detectado com anticor-
po secundario conjugado com HRP (Abacus ALS —Queensland, Australia).
O colageno IV foi quantificado em relagio a uma curva padronizada de cola-
geno IV bovino parcialmente purificado (Chemicon Millipore — Massachus-
sets, USA). O colageno IV representou uma pequena proporgéo do coldgeno

total nas matrizes (aproximadamente 2%).
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A elastina € uma proteina estrutural importante que forma uma
rede de fibras elasticas dentro da ECM para fornecer elasticidade, textura,
durabilidade e a habilidade para recuar depois do estiramento. A elasticidade
da proteina & transmitida pela reticulagéo intensa dos monémeros de tropoe-
lastina solldveis para fornecer um arranjo covalente extenso. Devido a sua
reticulagcao extensa com a lisina, a elastina é especialmente insollvel e, por-
tanto especialmente dificil de quantificar em amostras bioclégicas. A fim de
entender os niveis relativos de elastina, ambas a elastina "soltvel" e "insolu-
vel" foram quantificadas. Amostras de matrizes foram solubilizadas em acido
oxalico 0,25 M (105°C, 16 horas), centrifugadas para peletizar o material in-
soltvel, depois o sobrenadante foi analisado usando Fastin® Elastin Kit (Bio-
color — County Antrim, UK), de acordo com as recomendagées do fabricante.
A elastina solubilizada foi quantificada em relagdo a uma curva padronizada
de elastina bovina parcialmente purificada, A concentragdo da composicao
de elastina sollivel era aproximadamente 10 vezes menos em FM em rela-
¢ao a SIS. A elastina insolivel foi quantificada usando um ensaio de equili-
brio de massa de acordo com procedimentos estabelecidos. Resumidamen-
te, as amostras foram extraidas com (1) etanol/éter de dietila (1:1, 15 min,
TA°C); (2) DSD 0,3% (16 horas, TA °C) e (3) NaOH a 0,1 M (15 minutos,
100°C). As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante descartado de-
pois da etapa de extragdo. A elastina insolGvel permaneceu depois do pro-
cedimento de extragcdo; como tal, o total de elastina insoltvel foi calculado
pela comparacéo do peso seco da amostra antes e depois das extragdes. As
concentracoes totais de elastina insolivel eram mais baixas em FM do que
em SIS (3,0% e 5,3%, respectivamente).

Moléculas de gliosaminoglicanos (GAGs), incluindo sulfato de
heparan e sulfato de condroitina, ligam fatores de crescimento e citocinas e
controlam a retencdo da agua e as propriedades de gel dentro da ECM. As
propriedades de ligagao de heparan de numerosos receptores da superficie
celular e de varios fatores do crescimento (por exemplo, FGF, VEGF) tornam
os GAGs ricos em heparan componentes extremamente desejaveis de arca-

boucos para o reparo de tecido. GAGs totais foram quantificados usando um
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ensaio colorimétrico de ligagao ao corante (Blyscan Sulfated Glycosamine Kit;
Biocolor - County Antrim, UK), seguido pela digestao com papaina (125ug/mL)
das amostras pulverizadas. A concentracdo de GAG foi calculada a partir de
uma curva padronizada de sulfato de condroitina (Sigma — Missouri, USA).
SIS tinha concentragbes de GAGs sulfatados totais maiores do que o pré-
estdbmago de ovino e FM (7.3+0,4, 3,9+ 0,1 e 0,6+0,1 mg/g, respectivamente).
As concentragbes de sulfato de heparan eram de 0,2 mg/g e 2,1£0,1 mg/g
para FM e SIS, respectivamente. Uma discusséo mais detalhada da quantifi-
cagao de sulfato de heparan é fornecida abaixo. As concentracées de 4cido
hialurénico (HA) em cada uma das trés amostras foram determinadas usan-
do um kit ELISA (Echelon Biosciences — Utah, USA). HA foi encontrado estar
presente em baixas concentragées em todas as trés amostras.

Um aspecto critico na produgdo de FM sZo as etapas que dece-
lularizam a ECM e dessa maneira reduzem qualquer resposta negativa do
hospedeiro ao xeno-enxerto. Tipicamente, a decelularizacao é obtida através
do rompimento mediado por um detergente das membranas celulares, le-
vando a lise da célula e solubilizagdo dos componentes celulares. A presen-
¢a de acidos nucleicos foi usada como um marcador substituto para a celula-
ridade das matrizes. Os fragmentos de DNA por si proprios também impéem
algum risco de desencadear uma resposta imune mediada pelo hospedeiro.
O DNA total foi quantificado usando um ensaio de ligagdo a corante fluores-
cente. As amostras digeridas com papaina foram incubadas com o corante
Hoescht 3258 (10 pg/mL, Sigma —Missouri, USA) e as unidades relativas de
fluorescéncia foram quantificadas usando um leitos de placa de microtilucéo.
A concentracdo de DNA total foi calculada a partir de uma curva padronizada
de DNA de timo de bezerro (Sigma — Missouri, USA). A concentracio de DNA
em FM era menor do que em SIS (0,2% e 0,4%, respectivamente). Como es-
perado, houve uma reducao significativa no DNA em FM em relagido ao mate-
rial bruto de pré-estémago de ovino (0,2% e 2,6%, respectivamente).

Os lipideos teciduais sdo encontrados primariamente nas mem-
branas celulares e, portanto, oferecem outro representante que pode ser Uil

na avaliacao da extens&o da decelularizagédo de matrizes de ECM. O conte-
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do de lipideos do arcabougo de FM foi determinado usando um equilibrio de
massa depois da extracdo com éter das amostras. Ambos os arcabougos de
FM e SIS tinham aproximadamente 6% de lipideos na composigéo, enquanto
que o pré-estémago de ovino tinha uma composiczo de lipideos de 14,4%.

Tabela 5: Componentes bioguimicos principais do pré-estémago de ovino e

de arcaboucgos de tecido de FM e SIS.

Pré-estdbmago de ovino FM SIS

(ma/g+SE)’ Z‘; . é‘;’“‘ (mglg:SE)? :f;sic‘;%"" (mg/g:SE)! Z‘(’)sig‘g’a"
Coldgeno Total | 142,7497 | 40,5 821,0£90 | 89,72 629,7+439,7 | 80,6
solageno Soli- | 531321 | 51,7433 3 487453 |2
Colageno It 61,3£0,7 3 196,8+6,9 S 171,5¢11,1 | 2
Colageno IV 46,6415 A 9,742,1 = 6,6+1,1 3
Elastina Solivel | 112,0¢150 | 32,0 4,805 0,53 54061 |69
Flastina Insoli- | 30,916.4 8.8 27,5445 3,01 41450 |53
Total de GAGs | 3,9+0.1 1.1 0,640,1 0,07 7,304 09
rSan::fato de Hepa- N.D. 5 02 5 21201 5
égid" Hialuroni- | 4 95002 | 06 0,4£0,1 0,05 158:011 |02
DNA 9,010,5 26 1,740,5 0,19 2,70,2 04
Lipideos® 50,242,9 14,4 59,0452 5,7 447440 |57

'Erros representam o erro padrao de experimentos em triplicata.
?Erros representam os erros padronizados de pelo menos irés lotes de pro-
ducao independentes, testados em triplicata.’0 percentual da composicéo
baseada no colageno total a partir da analise de hidroxiprolina excluiu ape-
nas o colageno I, colageno IV e colageno soltvel.*N.D. = Nio detectado.
*0 percentual da composi¢cdo excluiu o sulfato de heparan ja que ele esta
incluido no total de GAGs. °Como determinado a partir do ensaio de equili-
brio de massa com elastina insoltvel.

Os arcabougos de tecido de FM e SIS, assim como o pré-

estémago de ovino, foram analisados quanto aos componentes bioquimicos
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menores, fibronectina, laminina e os fatores de crescimento VEGF, FGF2,
TGFB1 e TGFB2. Os resultados estdo resumidos na Tabela 6.

A fibronectina € uma glicoproteina que esta distribuida através
da ECM e desempenha um papel importante no crescimento, adesdo, mi-
gragao e diferenciacao celulares. A fibronectina se liga aos colagenos e he-
parans e fornece, de modo importante, ligantes para a adesao de receptores
de integrina da superficie celular que levam ao acoplamento e proliferaczo
da célula. A fibronectina foi quantificada usando o kit QuantiMatrix Human
Fibronectin ELISA (Chemicon Millipore — Massachusetts, USA) depois da
didlise das amostras extraidas com SDS 4%. A concentragéo de fibronectina
na FM foi significativamente maior do que em SIS, 13,67+1,64 e 5,00+0,05
Ha/g, respectivamente.

A laminina € uma proteina da ECM que & capaz de se ligar as
moléculas de colageno tipo IV, sulfato de heparan e receptores de integrina,
formando assim, conexdes importantes entre células e a membrana basal ou
a ECM. A laminina foi quantificada em amostras extraidas com SDS 4% u-
sando o kit QuantiMatrix Human Laminin ELISA (Chemicon Millipore — Mas-
sachusetts, USA) e as concentragdes foram determinadas em relagdo a um
padrao de laminina humana. As concentragdes de laminina em FM e SIS
eram aproximadamente iguais.

O Fator de Crescimento Basico do Fibroblasto (FGF2) é multi-
funcional e desempenha. um papel importante na cicatrizagao de lesoes in-
cluindo a promogédo da diferenciagéo da célula endotelial durante a angiogé-
nese e a diferenciacdo e migracdo celulares de varios tipos de células. As
amostras foram analisadas quanto a presenca de FGF2 usando o kit Human
FGF-Basic ELISA Development (Peprotech — New Jersey, USA). Amostras
de arcabouco foram extraidas com tampéo de extragdo SDS 4% e dialisadas
contra PBS. FGF2 foi quantificado usando FGF2 humano como modelo. As
concentracoes de FGF2 no pré-estdbmago de ovino e na FM foram menores
do que a concentracdo mostrada em SIS (1,70+1,38, 0,74+0,0.09 e
4,85+0,84, respectivamente).

Os fatores de crescimento VEGF, TGFB1 e TGFB2 foram quanti-
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ficados usando kits de ELISA comercialmente disponiveis, de acordo com as
instrugoes do fabricante (Bender Medsystems e Peprotech). Primeiramente,
FM pulverizado foi extraido usando tanto uréia 2 M (37°C, 48 horas) quanto
hidrocloreto de guanidina (37°C, 48 horas). As amostras foram centrifugadas
e o sobrenadante foi filtfrado antes da quantificagdo com ELISA. Os fatores
de crescimento TGFB2 e VEGF também foram quantificados usando Wes-
tern blot de acordo com procedimentos estabelecidos. Os anticorpos direcio-
nados contra os fatores de crescimento e os controles positivos (onde dispo-
niveis) foram usados apropriadamente; esses incluiam policlonal de coelho
anti-TGFB2 (Abcam®), monoclonal para TGFR2 (Invitrogen) e policlonal de
coelho anti-VEGF (Abcam®). Adicionalmente, TGFB1 foi quantificado usando
dot-blot empregando policlonal de coelho anti-TGFB1 (Abcam®) e TGFR1
purificado (Invitrogen) como controle positivo.

Tabela 6: Componentes bioguimicos menores do pré-estémago de ovino e

de arcaboucos de tecido de FM e SIS.

'Pré-estomago de |, 'sis
FM (pg/g+SE)

ovino (ug/g+SE) (Hg/g+SE)
Fibronectina 15,30+1,17 13,67+1,64 5,00+0,50
Laminina 6,30£0,24 5,87+2 16 6,00+0,30
FGF2 1,70+1,38 0,74+0,09 4,85+0,84
TGFR1 N.T 0,19+0,01 N.T
TGFR2 N.T 0,02+0,01 N.T
VEGF N.T 0,09+0,03 N.T

'Erros representam o erro padrio de experimentos em triplicata.
%Erros representam os erros padronizados de pelo menos trés lotes de pro-
ducao independentes, testados em triplicata. N.T. = ndo testado.
Exemplo 8: Arcabouco de FM contém o Glicosaminoglicano (GAG) Sulfato

de Heparan
O GAG N-sulfatado sulfato de heparan é um GAG importante li-

gado a ECM que desempenha um papel importante como um cofator para a
atividade de FGF2. O sulfato de heparan é necessério para a bioatividade de
FGF2 por que ele se liga diretamente aos receptores de FGF2 na presenca
de FGF2, estabilizando ,portanto o complexo FGF2-receptor. O sulfato de



10

15

20

25

30

57/92

heparan também se liga a FGF2 livre, estabilizando o fator de crescimento e
prolongando sua meia-vida circulante. De acordo com U.S 4.902.508 e U.S
6.099.567, a submucosa do intestino delgado contém sulfato de heparan
enquanto que a submucosa do estdémago nao. A auséncia de sulfato de he-
paran na submucosa do estémago limita qualquer bioatividade associada
com FGF2 em arcaboucos de FM derivados da submucosa do estémago.

A submucosa do pré-estdmago foi analisada para determinar a
presenca de sulfato de heparan. Amostras de FM digeridas com papaina
foram resolvidas por eletroforese em gel de acetato de celulose para GAG
de acordo com procedimentos estabelecidos. Os GAGs presentes na amos-
tra de FM migraram similarmente a uma amostra padronizada de sulfato de
heparan, mas nao como o sulfato de condroitina B ou acido hialurénico. Pela
analise da densitometria do gel corado com Alcian blue, foi possivel quantifi-
car a quantidade de sulfato de heparan na amostra de FM. A concentracédo
de sulfato de heparan era de aproximadamente 0,2 mg/g.

Os niveis de sulfato de heparan também foram determinados
usando métodos mais quantitativos. GAGs totais foram quantificados em FM
usando o kit de deteccao Blyscan GAG, como descrito acima. Usando essa
abordagem, foi possivel determinar a concentracéo total de GAGs (ambos
os GAGs N-sulfatados e O-sulfatados) em uma amostra, incluindo sulfatos
de condroitina (4- e 6-sulfatados), sulfatos de queratan (sensiveis a alcali e
formas resistentes), sulfato de dermatan (contendo acido idurénico e glicuré-
nico) e sulfatos de heparan (incluindo heparanas). Com uma modificacdo do
procedimento foi possivel clivar os polimeros de sulfato de heparan
N-sulfatados em seus mondmeros constituintes na presenca de GAGs
O-sulfatados usando tratamento com acido nitrosos. Dessa maneira € possi-
vel quantificar o sulfato de heparan como um percentual do total de GAGs
presentes na amostra. Usando essa abordagem, foi mostrado que SIS tinha
uma concentracao de'sulfato de heparan de 2,1+£0,1 mg/g. Sob condigbes
idénticas, o sulfato de heparanoo surpreendentemente nao foi detectado
nem em FM nem no tecido do pré-estémago de ovino.

E possivel que a modificagdo pelo acido nitroso para o ensaio
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Blyscan seja ineficaz na resolugdo de sulfato de heparano em extratos de
FM. Como tal, métodos alternativos foram explorados para verificar a pre-
senga de sulfato de heparano na matriz de FM.

A presenca de sulfato de heparanoo foi confirmada pela digestao
com heparanase de um extrato de GM antes da andlise de GAG total usan-
do o ensaio Blyscan. Um extrato de FM tratado com papaina foi digerido em
seus dissacarideos constituintes usando heparano liases | (0,5 mU), Il e Il
(ambas 0,5 mU) (Seikagaku Corporation, Japao) a 37°C por 24 horas. De-
pois de 24 horas, uma digestdo adicional com liase foi realizada para garan-
tir a digestdo completa da amostra. As amostras antes e depois da digestao
com a liase foram analisadas quanto ao total de GAG usando o ensaio Blys-
can. Os dissacarideos nédo sdo reativos ao ensaio Blyscan. Os resultados
estdo resumidos na Tabela 7.

Tabela 7: Digestao de extratos de FM por heparanase

Sulfato de Concentragao de
Tratamento Extrato de | Extrato de

Heparano (50 sulfato de heparano
com Liase FM (pg/mL) | FM (mg/g)

Hg/mL) sensivel a liase
N&o tratado 52 70 0,7 NA
24 horas 15 42 0,4 0,3
48 horas 13 46 0,4 0,2

A digestao com heparano liase da amostra reduziu significativa-
mente a concentragio total de GAGs, como determinado usando o ensaio
Blyscan (Tabela 7). Por exemplo, a concentragao de padrées de sulfato de
heparano (preparados com 50 pg/mL) antes e depois da digestao pela liase
era de 52 pg/mL e 15 pg/mL, respectivamente. Nao houve diferenca signifi-
cativa nas amostras tratadas por 24 ou 48 horas, sugerindo que a digestao
pela liase estava essencialmente completa depois das primeiras 24 horas de
incubacéo. A digestao pela liase de um sulfato de heparano padronizado
reduziu a reatividade da amostra ao reagente de Blyscan, mas n&o dos ni-
veis de fundo. Isso pode ser explicado pela presenca de GAGs adicionais no
heparano padronizado que nao sdo sensiveis a digestdo pela heparanase

el/ou que a digestao pela heparanase ndo é 100% eficiente na conversdo de
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heparanos em seus dissacarideos constituintes. A digestdo por heparano
liase de extratos de FM reduziu significativamente o total de GAGs presentes
nas amostras digeridas (por exemplo, 70 pg/mL, 42 pug/mL antes e depois da
digestao pela liase, respectivamente). Baseado nessa analise, o sulfato de
heparano sensivel a liase representa aproximadamente 40% do total de
GAGs presentes em FM. Isso representa uma concentragdo de sulfato de
heparano de 0,2 mg/g, presumindo que a concentracdo total de GAG anteri-
or a digestao pela liase fosse de 0,7 mg/g. Esse achado esta em concordan-
cia com a analise de eletroforese em gel descrita acima, onde as concentra-
coes de sulfato de heparano foram determinadas como sendo 0,2 mg/g.

Os extratos de FM foram analisados adicionalmente por HPLC
para estabelecer a presencga de sulfato de condroitina, outro GAG importante
que pode ser esperado estar presente na matriz de FM. Um extrato de FM
digerido por papaina (20 horas a 37°C) foi digerido com 5 U/L de condroiti-
nase ABC (Seikagaku Corporation, Japao) em tampao Tris (50 mM, pH 8,0,
acetato de sédio 0,4 M, BSA 0,1%) para hidrolisar o polimero de condroitina
em seus mondmeros constituintes, isto &, condroitina nao sulfatada, 6-sulfato
de condroitina, 4-sulfato condroitina, 2,6-sulfato de condroitina, 2,4-sulfato de
condroitina e 2,6-sulfato de condroitina. A amostra digerida pela condroitina-
se também foi analisada por HPLC, através do que a concentragdo de mo-
némeros de condroitina no extrato foi usada para inferir a concentragdo de
sulfato de condroitina antes da digestao pela condroitinase. As amostras fo-
ram centrifugadas e o sobrenadante foi analisado por RP-HPLC. Injecées
(20 pL) foram feitas em uma coluna Phenosphere® SAX 5 um (Phenomenex
— California, USA) a 22°C. A mistura foi resolvida usando um gradiente de
HCI aquoso (pH 3.5)/NaCl 1,5 M em HCI (pH 3.5), em uma taxa de fluxo de
1,0 mL/min. Os picos foram detectados a 232 nm.

Usando esse método de HPLC, nenhum dos monémeros espe-
rados de sulfato de condroitina foi detectado, sugerindo que o sulfato de
condroitina nao € um componente principal do total de GAGs detectados em
FM.

Juntos, esses achados implicam em que o sulfato de heparano
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esta presente no arcabouco de FM, mas em concentragées menores do que
aquelas encontradas em SIS (Tabela 8). E interessante notar que a concen-
tracéo total de GAG em FM foi determinada em 0,6+0,1 mg/g, sugerindo que
outros componentes dos GAG, excluindo o sulfato de condroitina, podem
estar presentes no extrato que nao foi resolvido por eletroforese em gel.

Tabela 8: Quantificacdo de sulfato de heparano usando a hidrélise com aci-

do nitroso e a deteccdo com azul de 1,9-dimetil-metileno.

Pré-estbmago de ovino |FM | SIS

Sulfato de Heparano (mg/g) | N.T. 0,2" | 2,140,123

'Como determinado pela andlise de eletroforese em gel e ensaio Blyscan de
extratos pré-tratados com liase.

% Como determinado pelo ensaio Blyscan de extratos pré-tratados com acido
nitroso.

*Erros representam o erro padrao de experimentos em friplicata.

N.T. = Nao testado.

Exemplo 9: Estrutura Bimodal de Arcabouco de Tecido de FM

FM de ovino foi preparada usando o método delineado no
Exemplo 1. A submucosa do estémago glandular de ovino também foi prepa-
rada a partir da submucosa do estémago glandular pela delaminacéo do
musculo e do epitélio da submucosa e depois imergindo o arcabougo em
agua por duas horas para lisar as células. Laminas coradas com Hematoxili-
na e Eosina (H&E) foram preparadas para histologia usando técnicas padro-
nizadas.

(i) Aspecto Macroscopico: A submucosa do estdmago glandular
tinha um aspecto macroscoépico similar em ambas as superficies luminal e
abluminal. Ao contrario, o arcabougo de FM tinha diferencas visiveis nos
contornos da superficie entre os lados luminal e abluminal da matriz. As pa-
pilas no lado luminal mostraram topologia acentuadamente similar com o
tecido reticulado da pele normal, enquanto que o lado abluminal, deixado
para tras quando a tinica muscular € removida, era liso. A natureza bimodal

desse arcabougo & importante em termos de suas interagdes com diferentes
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tipos celulares em uma situagao de cicatrizacio.

(i) Histologia: A camada propria-submucosa é exclusiva do pré-
estbmago de ruminantes e ndo presente em outro tecido gastrointestinal.
A lamina prépria do estémago glandular e do intestino delgado € uma cama-
da areolar frouxa entre as glandulas da mucosa que & predominantemente
removida durante o processo de delaminacdo. Uma camada de tecido de-
nominada de lAmina muscular mucosa separa a lamina prépria e submucosa
no intestino delgado e no estdbmago glandular. A [d&mina muscular mucosa
esta ausente no rimen do pré-estébmago e, consequentemente, a lamina
prépria e a submucosa se unem para formar a propria-submucosa. O arca-
bougo de FM consistiu dos remanescentes da membrana basal e da propria-
submucosa. A analise do arcabougo pela microscopia revelou que a FM ti-
nha uma camada densa de ECM dentro da lamina propria da prépria-
submucosa que era responsavel por aproximadamente 20% da parte superi-
or da espessura da matriz. O lado abluminal do arcabougo de FM tinha uma
estrutura reticular mais aberta. O arcabouco de FM tinha uma superficie lu-
minal contornada e uma l&mina prépria densa sobre o lado luminal, enquan-
to que sobre o lado abluminal a ECM da submucosa era mais aberta e reti-
cular. Consequentemente, os arcabougos de FM tinham uma estrutura bi-
modal. Essa estrutura torna a FM bem adequada para estimular a regenera-
¢ao epitelial sobre o lado luminal denso da matriz e a invasao de fibroblastos
sobre o lado abluminal menos denso da matriz, quando usada como um dis-
positivo médico para a regeneragao tecidual.

(i) Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM): Micrografias e-
letrnicas de varredura de FM e submucosa de estémago glandular foram
feitas em tecidos liofilizados de um bezerro com uma semana de vida e um
cordeiro com 6 meses de vida para comparar as superficies luminal e ablu-
minal. O arcabougo de FM de cordeiro foi preparado usando o método aqui
descrito. A prépria-submucosa de pré-estémago "nao processado” foi prepa-
rada pela remogao das camadas epitelial @ muscular, mas nao empreenden-
do o processo STOF sobre o tecido. A submucosa do estémago glandular foi

preparada a partir do estbmago glandular de cordeiro pela delaminagéo do
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musculo e do epitélio da submucosa e depois imergindo o arcabougo em
agua por duas horas para lisar as células. A comparagdo das imagens de
SEM de FM de bovino recém-nascido, FM de ovino e estdmago glandular
indicam claramente que FM tem duas superficies distintas e tem uma unila-
teralidade clara, enquanto que a submucosa do estdmago glandular & muito
similar em ambos os lados.

Imagens transversais de SEM de FM e submucosa de estémago
glandular demonstraram a presenga de uma camada espessa, densa de
ECM sobre a superficie luminal da propria-submucosa de FM, comparada
com a estrutura mais fina e uniforme da submucosa do estdmago glandular.
Notavelmente, a camada densa de ECM esta ausente da submucosa do es-
tomago glandular.

Exemplo 10: Area da superficie da Matriz de Tecido de FM

Seis pré-estomagos e seis estdmagos glandulares de cordeiros
com seis meses de idade foram coletados de um abatedouro local. Macros-
copicamente, o pré-estémago ¢ um orgao substancialmente maior do que o
estémago glandular e, portanto, é idealmente adequado para a producao de
arcaboucos de grande area superficial.

Para comparar a diferenga no tamanho, os respectivos volumes
do pré-estémago e do estémago glandular foram medidos. Foi encontrado
que os pré-estdmagos tinham aproximadamente 12 a 15 litros de volume,
enquanto que os estdérmagos glandulares eram limitados a 2,5 a 3 litros. Ba-
seado na aproximagéo para a area superficial de uma esfera, isso represen-
ta aproximadamente 405 cm” para o pré-estdmago comparado com 104 cm’
para o estémago glandular.

A Tabela 9 resume as diferencas entre arcabougos de ECM de-
rivados de pré-estémago de ovino e estémago glandular. As dimensdes tipi-
cas dessas folhas de ECM sao mostradas na Tabela 9 para ilustrar a dife-
renca aproximada nas dimensées dos arcabougos obtidos do pre-estémago
e do estdbmago glandular. Também foi notado que a matriz da submucosa
glandular tem uma estrutura fragil, delicada e foi dificil de isolar, enquanto

que FM era muito mais robusto e facil de obter.
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Tabela 9: Comparagao da area superficial de pré-estomagos de ovino e es-

tomagos glandulares

Pré-estbmago Estémago glandular

Volume (mL) 13.000 3.000

Area Superficial (cm?) 2678 1014

Largura tipica da fo- 15 8

lha de ECM (cm)

Comprimento  tipico 27 17

da folha de ECM (cm)

Area da folha de 405 104

ECM tipica (cm?)

Comentarios Facil de separar cama- | Dificil separar as cama-
das de tecido para pro- | das de tecido, ECM fina e
duzicr FM, ECM espes- | friavel, que dificulta pro-
sa e robusta duzir grandes folhas in-

tactas

Uma vantagem significativa de FM sobre outras composigées
conhecidas & que grandes construtos podem ser produzidos a partir de um
tnico 6rgéo (por exemplo, o pré-estémago). Por exemplo, para um animal de
qualquer idade ou peso corporal, as folhas de FM produzidas a partir do pré-
estdmago sao tipicamente 3 a 4 vezes mais largas do que aquelas produzi-
das a partir do estémago glandular, o que por sua vez sao tipicamente mais
largas do que aquelas que sao produzidas a partir da bexiga. Folhas de
ECM obtidas de 6rgaos tubulares tais como o intestino delgado s&o limitadas
pela circunferéncia do 6rgéo. Por exemplo, a submucosa do intestino delga-
do de porcos com peso comercial esta limitada a larguras de menos do que
10 cm devido a circunferéncia do intestino delgado.

Exemplo 11: Espessura do Arcabouco de FM

Quatro folhas de arcabougo de FM foram preparadas a partir dos
pré-estbmagos de quatro cordeiros com 5 a 6 meses de idade, pesando a-

proximadamente 25 kg. Treze medidas adequadamente espagadas da es-
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pessura da folha de FM foram feitas em cada uma das quatro amostras. Os
resultados sao apresentados na Tabela 10.
Tabela 10: Espessura de folhas de FM derivadas de quatro cordeiros com 5-

6 meses de idade

Folha de Medidas (um)

Amostra Min Max Média Ndmero
1 252 375 309 13

2 205 268 230 13

3 270 452 364 13

4 299 463 388 13

A submucosa do intestino delgado derivada de porcos pesando
mais do que 180 kg (como indicado na US 5.372.821) tem tipicamente ape-
nas 100 uym de espessura. As medidas acima demonstram que cordeiros
imaturos que possuem menos do que 20% do tamanho de um porco maduro
podem fornecer folhas de ECM que sao pelo menos trés vezes mais espes-
sas do que aquelas obtidas da submucosa do intestino delgado de um por-
co. Tais arcabougos mais espessos possuem propriedades vantajosas, tais
como maior resisténcia e maior durabilidade depois do implante in vivo. Fo-
Ihas de arcaboucos de FM mais espessas podem ser produzidas com o au-
mento da idade e do peso do animal.

Exemplo 12: Resisténcia Biaxial do Arcabouco de FM

Amostras de folhas de arcabougo de FM com uma camada fo-
ram laminadas usando uma camada de polimero de colégeno, como descrito
no Exemplo 3, para fornecer laminados com 2, 3, 4 e 8 camadas. Adicional-
mente, a propria-submucosa do pré-estémago e a submucosa do estdbmago
glandular foram isoladas manualmente do pré-estémago e do estémago
glandular, respectivamente. Essas amostras "ndo processadas" ndo foram
expostas ao processo STOF descrito no Exemplo 1.

A resisténcia a "ball burst" fornece uma medida de uma resistén-
cia de biomateriais a uma carga quando uma forga biaxial é aplicada. O teste

é conduzido pela fixagdo do material de teste em um orificio circular e for-
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cando uma esfera de metal através do centro da amostra até que a amostra
se rompa, permitindo que a esfera passe através dela. As resisténcias relati-
vas de materiais s&o comparadas usando a forga até o ponto de ruptura do
material, denominada de "carga de compressdo maxima" (Newtons, N).
A carga de compressao maxima de uma amostra sera dependente da elasti-
cidade e da resisténcia da amostra, assim como a espessura da amostra.
O teste ball-burst determina a resisténcia biaxial, através da qual as forgas
sdo aplicadas igualmente em todas as diregbes. Em comparagéo, a resis-
téncia uniaxial (veja abaixo) determina a ruptura em apenas uma diregéo.

De acordo com o Standard Test Method for Bursting Strength of
Knitted Goods, Constant-Rate-of-Traverse (CRT) Ball-Burst Test (ASTM D
3797-89), uma hemiesfera de aco polido com 24,5 mm foi empurrada contra
as folhas de ECM até a ruptura em uma maquina Instron 1122. A carga de
compressdo maxima foi definida como a forga necessaria para romper a folha.
Pelo menos 6 (n=6) amostras de cada ECM foram testadas. Os resultados
s&o mostrados na Tabela 11 e na figura 9. O arcabouco de FM foi tao resis-
tente quanto a propria-submucosa do pré-estbmago nao processado
(92,8+12,7 e 114,3+8,1 N, respectivamente) (Tabela 11 e figura 9) e ambos os
materiais de ECM de pré-estbmago eram substancialmente mais resistentes

do que aqueles derivados do tecido intestinal e tecido de estémago glandular.

Tabela 11: Comparagao da resisténcia ball burst de arcabouco de FM e ou-

tros arcaboucgos de ECM

Carga de Compres-
Arcabouco
sdo Maxima (N)

Arcabouco de FM de Ovino 92 81127
Submucosa Intestinal de Porcino © 20,1+0,5
Submucosa de Estdmago néo processado de ovino 20,8%1,7
Propria-submucosa de pré-estémago nfo processado de ovino 114,3+8,1
Prépria-submucosa de pré-estémago nio processado de ovino® 42 2477
Matriz de Bexiga Urindria Porcina esterilizada com EtO" 57,3+8,9
Matriz de Bexiga Urinaria Porcina esterilizada com feixe de elétrons 11,3+1,9
Submucosa de Bexiga Urinaria Porcina 15,4+0,5
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a. Freytes et al., "Effect of Storage Upon Material Properties of Lyophilized
Porcine Extracellufar Matrix Derived from the Urinary Bladder" (2005) J. Bio-
med. Mater. Res. B: Appl. Biomater. b. Freytes ef al., "Uniaxial and Biaxial
Properties of Terminally Sterilized Porcine Urinary Bladder Matrix Scaffolds"
(2007) J. Biomed. Mater. Res. B: Appl. Biomater. c. Patente US No,
6.099.567.

Um aumento dramatico na resisténcia de laminados de FM foi
observado quando folhas adicionais foram laminadas para gerar uma série
de dispositivos com miuiltiplas camadas (2, 3, e 4 camadas). Por exemplo,
FM de ovino com 4 camadas teve uma carga de compressdo maxima de
361,5+24,9 N, enquanto que FM com uma camada teve uma carga de com-
pressao maxima de (92,8+17,2 N), como mostrado na figura 10.

A resisténcia biaxial de um laminado de FM com 4 camadas foi
comparada com os dados publicados de ball burst de produtos comerciais
baseados em ECM, Alloderm® (LifeCell Corporation), Strattice® (LifeCell
Corporation), e Surgisis® (Cook Biotechnology) (veja Tabela 12). FM com 4
camadas tinha uma resisténcia de compressdo maxima menor do que outros
produtos para implante. Entretanto, na comparacgéo das resisténcias de ball
burst & importante considerar também a espessura do material de teste, ja
que essa dimensao poderd impactar significativamente a carga de compres-
sdo maxima observada. Por exemplo, a espessura relatada de Alloderm® era
de 1,9+0,13 mm, enquanto que o produto de FM com 4 camadas era apro-
ximadamente 75% mais fino com 0,47+0,01 mm. Levando em consideracéo
as espessuras diferentes dos produtos de ECM e, portanto fazendo uma
comparagao significativa das resisténcias biaxiais dos produtos de ECM, a
carga de compressé@o maxima (N) dos produtos foi normalizada para as suas
espessuras (mm). Usando essa andlise, as resisténcias biaxiais relativas dos
quatro produtos foram encontradas ser estatisticamente similares (veja a
Tabela 12 e a figura 11).
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Tabela 12: Comparacao das propriedades de ball-burst de FM com 4 cama-

das e produtos comerciais para implante baseados em ECM.

Carga de Compres- | Espessu- | Carga de Compressdo Maxi-

sao Maxima (N+SE) ra (mm) ma Normalizada (N/mm+SE)

Arcabouco FM 4 camadas 361,5+24 .9 0,47+0,01 773,7468,6
Alloderm® (Boguszewski,

1781,5480,2 1,940,1 937+106.0
Dyment et al, 2008)
Strattice® (Boguszewski, 1,49+0,0

1059,7+181.8 711,2£155.4
Dyment et al, 2008) 7
Surgisis® (inserto embalado) 440481 0,76 578,9

Erros representam os erros padronizados de pelo menos cinco
amostras ou dos dados publicados. Nenhum erro de espessura relatado pa-
ra Surgisis®.

Exemplo 13: Resisténcia a Tracdo Unilateral

Medidas de resisténcia uniaxial da tolerancia a forga unidimensi-
onal de um biomaterial através do que uma tira de material é fixada em am-
bas as extremidades e forcas opostas sao aplicadas. A forga de ruptura do
material € denominada "carga maxima" (N). A carga maxima de uma amos-
tra & dependente da resisténcia inerente do material de teste, assim como o
tamanho e a espessura da amostra de teste. O teste uniaxial foi realizado
com uma magquina Instron 1122. As amostras foram cortadas com uma for-
ma de osso de cachorro com uma largura média da substancia de 1 cm, co-
mo previamente descrito (veja Freytes et al., "Effect of Storage Upon Materi-
al Properties of Lyophilized Porcine Extracellular Matrix Derived from the Uri-
nary Bladder" (2005) J. Biomed. Mater. Res. B: Appl. Biomater. e Freytes ef
al., "Uniaxial and Biaxial Properties of Terminally Sterilized Porcine Urinary
Bladder Matrix Scaffolds" (2007) J. Biomed. Mater. Res. B: Appl. Biomater,
ambos incorporados aqui por referencia em sua totalidade).

O arcabougo de FM foi preparado de acordo com o Exemplo 1.
Adicionalmente, prépria-submucosa de pré-estémago e submucosa de es-

tébmago "nao processadas" foram preparadas manualmente. Essas amostras
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nao processadas nao foram expostas ao processo STOF. Todas as amos-
tras foram montadas no aparelho de teste Instron e empurradas até romper
em uma taxa constante de 20 mm/min. Pelo menos oito (n=8) amostras de
cada ECM foram testadas.

Os resultados, como mostrados na Tabela 13 e na figura 12,
demonstraram que a propria-submucosa de pré-estémago ndo processada é
muito mais resistente do que a submucosa do estémago do mesmo animal.
Adicionalmente, arcabougo de FM de ovino de animais com 6 meses (apro-
ximadamente 25 kg) era mais resistente do que a submucosa de estémago
de porco derivada de animais maduros (aproximadamente 50 kg), como rela-
tado na Patente U.S. N° 6.099. 567. Esses dados indicam que o arcabougo
de FM é muito mais resistente do que a submucosa d estémago, indepen-
dente da idade, e, portanto do peso corporal do animal. Consequentemente,
FM €& menos provavel de sofrer danos ou ruptura mecanica quando usada
como uma folha simples nas aplicagbes de reforgo de tecido em relagéo a
ECM derivada de estémago. Também, quando é desejavel obter uma com-
posigé@o com resisténcia a tragao alta pela laminacao das folhas de ECM jun-
tas, sera considerado que menos folhas de FM s&o necessérias comparado
com outros arcabougos de ECM derivada da regido gastrointestinal ou uro-
genital, tornando esse processo mais simples e mais econémico.

A resisténcia inerente de FM também torna o uso de FM isolada
de tecido fetal ou neonatal pratico, apesar de outras fontes de tecido de
submucosas fetal ou neonatal fornecerem tecido que & mais fraco devido a
sua finura e estado imaturo.

Tabela 13: Comparacéo da resisténcia uniaxial de arcaboucos de ECM

Carga Maxima (N)

Arcabouco de FM de ovino 31,6827
Submucosa de estdbmago de ovino nao processada 2,504
Propria-Submucosa de pré-estdmago de ovino ndo processada 17,9412
Matriz de Bexiga Urinaria Porcina esterilizada com EtO? 4,7+0,8
Matriz de Bexiga Urinria Porcina n&o esterilizada” 5,4+0,5

Matriz de Bexiga Urinaria Porcina esterilizada com feixe de elétrons 1,820,2
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a. Freytes ef al., "Effect of Storage Upon Material Properties of
Lyophilized Porcine Extracellular Matrix Derived from the Urinary Bladder”
(2005) J. Biomed. Mater. Res. B: Appl. Biomater. b. Freytes ef al., "Uniaxial
and Biaxial Properties of Terminally Sterilized Porcine Urinary Bladder Matrix
Scaffolds" (2007) J. Biomed. Mater. Res. B: Appl. Biomater.

Adicionalmente aos dados anteriores, a carga uniaxial maxima
para arcabougos de FM simples e com mudltiplas camadas foi determinada,
assim como a rigidez tangencial maxima (N/mm), alongamento até o rompi-
mento (mm), modulo de elasticidade (GPa) e tens@o de cedéncia (MPa). A
tensdo de rendimento & uma expressdo normalizada para as dimensées da
amostra de teste e pode ser usada para comparar produtos similares com es-
pessuras diferentes. Essa expressao € uma medida da resisténcia inerente do
material. O médulo de elasticidade ou modulo de Young, € uma medida do
potencial elastico do material, ou seja sua habilidade de se deformar sem
romper e retornar ao seu estado original. O maédulo de elasticidade é uma
propriedade infrinseca do material, permitindo assim que amostras de tama-
nhos diferentes sejam comparadas. Para o médulo de elasticidade, um nime-
ro inferior indica grande elasticidade. Por exemplo, o médulo da borracha é de
0,01 a 0,1 GPa.

Uma comparagao das propriedades de resisténcia uniaxial de la-
minados de FM de uma camada até 4 camadas esta representada na figura
13. Como esperado, o aumento do estado de laminagdo e, portanto, a espes-
sura do produto, melhora significativamente a resisténcia uniaxial e a rigidez.
Entretanto, a laminagao néo altera estatisticamente o alongamento méaximo ou
o médulo de elasticidade. Isso indica que o processo de laminagiao aumenta a
resisténcia do produto, mas nao altera sua flexibilidade, sugerindo que o ma-
nuseio de produtos com 1 ou multiplas camadas pode ser similar.

A fim de avaliar a resisténcia uniaxial relativa de produtos de FM
de ovino, uma pesquisa na literatura foi realizada para identificar e extrair
dados relevantes em relagdo a resisténcia de produtos alternativos seme-
lhantes a ECM. As propriedades de resisténcia uniaxial e a espessura de

arcabougos de FM com uma e duas camadas foram comparadas com dados
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publicados para os produtos de reparo de dura-mater DuraGuard® e Durare-
pair® (Tabela 14 e figura 14). Os arcabougos de FM com 1 e duas camadas
tiveram tensdo de cedéncia estatisticamente equivalente (10,15+1,81 e
9,77+1,68 MPa, respectivamente). Isso é esperado, ja que a tenséo de ce-
déncia € normalizada para a espessura da amostra, tal que duas amostras
preparadas com o mesmo material, mas com espessuras diferentes, podem
dar tensao de cedéncia idéntica. Os produtos de FM com 1 e duas camadas
tiveram tensado de rendimento similar a Dura-Guard® (13,543,34 MPa), e to-
dos os trés produtos desempenharam como DuraDerm® (6,27+4,20 MPa).
Durarepair, o mais resistente dos produtos, tinha uma tensdo de cedéncia de
22,7+2,83 MPa. Os arcabougos de FM com 1 e duas camadas (modulo de
Young de 0,04+0,01 e 0,05+0,01 GPa, respectivamente) tiveram proprieda-
des elasticas melhores do que Dura-Guard® eDurarepair® (0,08+0,02 e
0,07+0,01 MPa, respectivamente). DuraDerm® demonstrou o melhor poten-
cial elastico (modulo de 0,002+0,009 GPa), mas como observado acima, foi
o mais fraco dos produtos pesquisados.

Essa analise sugere que os arcabougos de FM possuem carac-
teristicas de resisténcia e elasticidade que sao equivalentes ou melhores
que os produtos durais comerciais para reparo concorrentes. Essa anélise
indica que um arcabougo de FM com 4 camadas tem uma resisténcia equi-
valente aos produtos durais comerciais.

Tabela 14: Comparacéo das propriedades de resisténcia uniaxial de arca-
bougos de FM com uma camada e duas camadas com produtos de reparo

durais comerciais

Moédulo de Elastici- | Tensio de
Espessura
dade (Young') | Cedéncia
(mm+SE)
(GPa+SE) (MPa)
Arcabougo de FM uma camada 0,04+0,01 10,15£1,81 0,25+0,01
Arcabougo de FM duas camadas 0,05+0,01 9,77+1,68 0,31+£0,01
DuraDerm®(Sclafani, McCormick et al. 2002) | 0,002+0,009 6,27+4,20 1,440,2
Dura-Guard® (Zerris, James ef al. 2007) 0,08+0,02 13,5¢3,3 0,4004+0,001
Durare‘pair® (Zerris, James et al. 2007) 0,07+0,01 22,7+2.8 0,50+0,02
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Erros representam os erros padronizados de pelo menos cinco
amostras ou dos valores publicados.

Para avaliar a adequabilidade de arcaboucos de FM laminados
para implante, as propriedades biofisicas dos arcabougos, como as deriva-
das do teste de resisténcia uniaxial, foram comparadas com dados publica-
dos similares em relagdo ao produto comercialmente disponivel Alloderm®
(veja Tabela 15). E aparente a partir da divulgacdo dos dados relatados que
um consenso sobre a verdadeira resisténcia e potencial elastico de Allo-
derm® ainda nao foi alcangado na literatura. Isso pode refletir as origens ca-
davéricas do produto, que levam a irregularidades no produto, incluindo a
variabilidade observada na espessura. A tensdo de cedéncia descrita para
Alloderm® varia entre 7,00£1,00 a 16,79+£2,10 MPa. A fim de fazer uma
comparacao significativa, o ponto médio dos dados foi calculado como 11,90
MPa, o que & comparavel com a tensdo de cedéncia do laminado com 4 ca-
madas (11,97+1,16 MPa). Os dois médulos de elasticidade descritos para
Alloderm® tém uma ordem de magnitude diferente um do outro, tornando a
comparagao com o produto de 4 camadas dificil. Entretanto, o produto com 4
camadas retém as propriedades elasticas dos produtos com uma e duas
camadas e é similar aqueles produtos durais para reparo Dura-Guard® e Du-
rarepair® (veja a discussao acima).

Consequentemente, os estudos aqui realizados indicaram que
os arcabougos de FM possuem caracteristicas de resisténcia equivalentes
ao material usado na fabricagcao de Alloderm®. Em particular, os dados indi-
cam que os arcabougos de FM com multiplas camadas possuem resisténcia
adequada e propriedades elasticas para aplicagbes em implante, onde a re-

sisténcia inerente & um requisito do material de implante.



10

15

72/92

Tabela 15. Comparagé@o das propriedades de resisténcia uniaxial de arca-

bougo de FM com 4 camadas e Alloderm®

Médulo de Elas- | Tensdo de
Espessura
ticidade (Young') | Cedéncia
(mmzSE)
(GPatSE) (MPa)
Arcabouco de FM duas camadas 0,06+0,01 11,971,168 | 047+0,01
Alloderm®(Lemer, Chaikin et al. 1999) N.D 16,79%2,10 | N,D
Alloderm® (Morgan, Mclff et al. 2004) N.D 10,55+2,37 | 0,920,1
Alloderm® (Choe, Kothandapani et-al. 2001) N.D 7,20£2 56 1,004£0,05
Alloderm® (Vural, McLaughlin et al. 2006) N.D 15,254¢7,13 | 1,34+0,05
Alloderm® (Gouk, Lim et al. 2008) 0,014+0,0015 7+1 0,45+0,05
Alloderm® (Sclafani, McCormick et al. 2002) 0,001£0,002 8,64+3,31 1,89+0,30

N.D. = sem dados. Erros representam os erros padronizados de
pelo menos cinco amostras ou dos valores publicados.

Exemplo 14: Resisténcia de Retencdo de Sutura

O teste da retencdo de sutura € uma consideragio clinica pratica
que determina a resisténcia de um biomaterial a retirada da sutura. O proto-
colo do teste € similar ao da resisténcia uniaxial, entretanto nesse exemplo
uma borda do material de teste foi fixada, enquanto que a outra foi segura
com um fixador oposto através de uma sutura colocada através do material
de teste. A sutura foi fixada ao biomaterial com uma “profundidade de uma
picada”, ou seja a distancia do lado da sutura para a borda do material de
teste. Forgas opostas foram aplicadas em uma taxa constante até que o ma-
terial se rompeu e a sutura foi arrancada do material de teste, A carga até a
ruptura do material, denominada a "carga maxima" (N) € dependente da re-
sisténcia inerente do material de teste, da profundidade da picada e da es-
pessura da amostra.

Uma série de arcabougos laminados de FM foram testados

quanto a retencao da sutura. Como esperado, a laminacao das folhas de FM



10

20

73/92

aumentou a resisténcia do produto para a retirada da sutura, como mostrado
na figura 15. Por exemplo, a carga até a ruptura de FM com uma camada foi
de 5,91+0,60 N, enquanto que o arcabouco de FM com 4 camadas mais re-
sistente (como determinado pelo teste uniaxial e ball burst, acima) forneceu
uma carga até a ruptura de 15,96+1,30 N.

Como visto na figura 15, a resisténcia de retencéo da sutura ob-
servada & dependente da espessura da amostra. Portanto, a fim de compa-
rar a resisténcia de retengdo da sutura de laminados de FM de ovino com
produtos comerciais usando os dados publicados, a carga maxima para a
espessura da amostra foi normalizada. Uma anélise comparativa de arca-
bougos de FM e produtos durais para reparo Durarepair® e Dura-Guard® &
mostrada na Tabela 16 e figura 16. A resisténcia de retencéo da sutura de
arcabougos de FM com uma camada (4,7+0,4 N) e duas camadas (7,1+0,5
N) foi menor do que Dura-Guard® (10,02+1,35 N) e Durarepair® (12,38+2,10
N). Entretanto, levando em consideragao a espessura relativa dos quatro
produtos através da retencdo de sutura normalizada, os quatro produtos
possuem um potencial equivalente de resistir a retirada da sutura.

Tabela 16: Comparagao da resisténcia de retengéo da sutura de arcaboucos

de FM e matrizes durais para reparo comercialmente disponiveis.

Rétengéo da Retencéo da
Espessura
Sutura - Carga Sutura Norma-
(mmSE)
Maxima (N+SE) lizada (N/mm)
Arcabouco de FM uma camada 4.7+0.4 0,25+0,01 18,9+1,5
Arcabouco de FM duas camadas 7,1+0,5 0,31+0,01 23,241,6
Dura-Guard®(Zerris, James et al.
10,02+1,35 0,40+0,01 25,1434
2007)
Durarepr:ﬂr® (Zerris, James et al. 2007) | 12,38+2,10 0,5040,02 24,76%5,19
Erros representam o erro padrio de cinco amostras ou os dados
publicados.

O estudo comparativo foi estendido para determinar o desempe-
nho dos arcabougos de FM laminados em relagéo aos produtos para implan-

te comercialmente disponiveis Alloderm®, Strattice® e Surgisis®. Os resulta-
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dos sdo mostrados na Tabela 17 e na figura 17. E importante notar que en-
quanto o padrao da ASTM para o teste de retencdo da sutura prescreve uma
profundidade da picada de 2 mm, varias profundidades de picada foram em-
pregadas através desse estudo, entre cerca de 2 mm a cerca de 10 mm
(Tabela 17). O aumento da profundidade da picada usada durante o teste
aumentou a carga maxima observada ja que mais forca é necessaria para
extrair a sutura através da amostra até que a borda seja alcancada e a ex-
tracdo seja observada. O arcabougo de FM laminado com 4 camadas foi
significativamente mais resistente a extracao da sutura do que o produto
Surgisis® (resisténcias de reteng@o da sutura normalizadas, 34,242,8 e 18,0
N/mm, respectivamente). As resisténcias de retencdo da sutura relatadas
para ambos Alloderm® e Strattice® empregaram uma modificacado para o pa-
drao ASTM, usando uma profundidade da picada de 10 mm (Tabela 17). As
resisténcias de retengdo da sutura normalizadas desses produtos foram de
71,2+10,71 e 40,2+3,43 N/mm, respectivamente. Em comparacgdo, a resis-
téncia de retencdo da sutura normalizada do arcabougo com 4 camadas foi
de 34,2+2 8 N/mm, usando uma profundidade de picada de 2 mm. Esses
dados indicam que a resisténcia de retencao da sutura do arcabougo de FM
com 4 camadas pode provavelmente ser equivalente a ambos, Alloderm® e
Strattice®, se todos os trés produtos fossem testados em experimentos lado
a lado usando profundidades de picada equivalentes. Essa nocao é apoiada
pela observacao de que o arcabouco de FM com 4 camadas tem uma ten-
sdo de cedéncia similar sob o teste uniaxial (veja Tabela 15) e que os trés
produtos possuem resisténcias de ball-burst normalizadas similares (veja
Tabela 12).
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Tabela 17: Comparacao da resisténcia de retencao da sutura de arcabougos

de FM laminados e matrizes para implante comercialmente disponiveis

Retencao da | Espessu- | Retencdo da | Profundidade
Sutura - Carga | ra Sutura Norma- | da picada
Méaxima (N+SE) | (mmzSE) | lizada (N/mm) [ (mm)
Arcabougo de FM 4
16,0+1,3 0,47+0,01 | 34,2428 2
camadas
Alloderm®
(Boguszewski, Dyment | 135,2+11,1 1,9+0,13 71,2£10,71 10
et al. 2008)
Strattice® (Boguszewski,
59,9+2,3 1,49£0,07 | 40,24+3,43 10
Dyment et al. 2008)
Surgisis® (Oasis Product
13,743,2 0,76 18,0 2
Insert)

Erros representam os erros padrdo de pelo menos cinco amos-
tras ou dos dados publicados. Nenhum erro relatado para Surgisis®.
Exemplo 15: indice de Permeabilidade Hidrostatica (Pl) do Arcabouco de FM

A permeabilidade de arcabougos de ECM implantaveis pode in-
fluenciar a taxa de infiltragao celular e difusao das moléculas para dentro e a
partir do implante exégeno. A permeabilidade desejada o implante depende-
ra da aplicacdo. Por exemplo, dispositivos de implante para substituicao du-
ral devem geralmente ser relativamente impermeaveis para proteger contra
a perda potencial de fluido cérebro-espinhal. Os implantes para a reconstru-
¢cdo de tecido requerem uma permeabilidade relativamente maior para per-
mitir a troca vantajosa de fatores do crescimento e a infiltracéo celular e para
liberar o exsudato da lesdo. Portanto, idealmente, as tecnologias de arca-
bougo de tecido, tal como aquela fornecida pela presente invengdo, permi-
tem que a permeabilidade seja ajustada conforme necessario pela aplicacao
alvo.

A fim de avaliar a extensao da permeabilidade aguosa de produ-
tos de FM de ovino simples e com multiplas camadas, os indices de perme-

abilidade (Pl) foram determinados usando um equipamento para teste de
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permeabilidade hidrostatica, de acordo com procedimentos estabelecidos
(Freytes, Tulius et al. 2006). Dado que o arcabougo de FM & anisotropico,
possuindo faces derivadas da juncdo epitelial e da jungao muscular, o pre-
sente estudo procurou determinar se o arcabouco de uma camada tinha uma
permeabilidade diferencial dependendo da diregao do fluxo através do mate-
rial anisotropico. A permeabilidade diferencial como resultado da "lateralida-
de” de ECM biologicamente derivada foi observada previamente. A Tabela
18 compara a permeabilidade do arcabougo de FM com uma camada com
os indices de permeabilidade publicados para ECM derivada de matriz de
bexiga urinaria de porco. Os resultados mostraram que o arcabougo de FM
era permeavel a solugoes aquosas. Notavelmente, o arcabougo de FM com
uma camada era aproximadamente 10 vezes menos permeavel do que a
matriz de bexiga urinaria e ambas as direcoes.

O presente estudo foi prolongado para determinar a permeabili-
dade aquosa da dura bovina nativa e de arcabougos de FM com 1 e 4 ca-
madas. A dura foi extraida de uma vaca com aproximadamente 2 anos de
idade e a membrana dural testada quanto a permeabilidade usando o proce-
dimento estabelecido. A dura é considerada ser uma membrana relativamen-
te impermeavel ja que ela evoluiu para proteger o sistema nervoso central do
mamifero contra vazamentos e invas&o de corpo estranho. A permeabilidade
da dura foi similar a do arcabouco de FM com uma camada (0,0022+0,0003
e 0,0031+0,0005 mL/cm?/min, respectivamente), enquanto que o arcabougo
de FM com 4 camada foi aproximadamente 10 vezes menos permeavel
(0,00010+0,00001 mL/cm?*min). Portanto, o arcabougo com uma camada
fornece a vantagem de ter uma permeabilidade muito similar a da dura nati-
va. A diferenca entre arcabougos de FM com duas camadas e 4 camadas
provavelmente reflete uma propriedade do polimero usado para laminar as
folhas. Portanto, os produtos laminados subsequentes podem ser desenvol-
vidos co uma permeabilidade "ajustada", uma caracteristica que pode ser

particularmente relevante para produtos para implante dural.
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Tabela 18: indices de permeabilidade dos arcabougos de FM com 1 e 4 ca-

madas, comparados com maitriz de bexiga urindrias € dura bovina

indice de Permeabilidade (mL/cm?/min)

luminal—»abluminal | abluminal—=luminal | proporgdo

Arcabougo FM uma
0,0031+0,0005 0,0025+0,0006 1,23
camada

Matriz de bexiga
urinaria  (Freytes, | 0,08+0,03 0,02+0,08 4,00
Tullius et al. 2008)

Arcabougo FM 4

camadas

0,00010+0,00001 N.A

Dura Bovina 0,0022+0,0003 N.A

Erros representam os erros padrao de pelo menos cinco amos-
tras ou dos dados publicados. N.A, = nao aplicavel.

Exemplo 16: Eficacia in vivo do arcabouco de FM em um modelo de cicatri-

zacao de lesdo em roedor

O estudo a seguir foi realizado para mostrar a eficacia de FM na
cicatrizagdo de lesdo. A matriz do pré-estdbmago preparada a partir de um
bezerro com 1 semana de idade foi cortada em implantes elipticos (25 x 12
mm). Doze ratos Lewis com idade entre 20-23 semanas com um peso médio
de 370 g foram obtidos. A pele dos ratos foi desinfetada com clorexidina
0,5% e etanol 70%. Foi criada uma lesdo de espessura total com uma agu-
lha para biopsia de 12 mm estéril depois de medir a borda craniana para es-
tar a 6 cm da base do cranio ao longo do eixo espinhal. A matriz foi implan-
tada de maneira a cobrir a lesdo e se prolongar subcutaneamente sob a pele
ma margem craniana. PBS estéril foi usado para reidratar a matriz e a leséao
foi coberta com Intrasite Gel (Smith and Nephew). Seis ratos lesionados si-
milarmente foram tratados com salina estéril como um controle. Nos primei-
ros 4 dias do experimento, os ratos tratados com FM tiveram uma taxa de

fechamento mais rapida comparada com os controles, Depois desse perio-
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do, a taxa de cicatrizagdo da lesdo com FM foi menor comparada com os
controles, presumivelmente por que o arcabougo reduziu o grau de contra-
¢do da lesao. Aos 23 dias, as lesoes tratadas com FM e as lesées de contro-
le no tratadas eram menores do que 20% do tamanho original. Ndo houve
evidéncia de reagdo inflamatoria ou imune para a FM na lesio ou na regido
do implante subcutaneo.

Exemplo 17: Eficacia in vivo de Arcabouco de FM em um modelo porcino de

cicatrizacao de lesio

A fim de avaliar o desempenho in vivo de um arcabouco de FM e
determinar sua eficacia na estimulagéo da rege,ﬁeragéo do tecido e a habili-
dade para sofrer remodelagem, um estudo abrangente de cicatrizacdo de
lesao em um sistema de modelo porcino foi conduzido. O modelo de cicatri-
zagéo de lesao porcina é geralmente considerado ser um modelo animal
bem aceito para estudar o processo de cicatrizagéo de lesdes e a eficacia de
intervengoes clinicas ou terapéuticas (Lindblad 2008). Isso por que a cicatri-
zagao da derme do porco lembra muito o processo de cicatrizagdo em hu-
manos. Por exemplo, a contratura da lesdo & o mecanismo dominante de
fechamento de lesdo em roedores, enquanto que em porcos e seres huma-
nos o fechamento da les&o ocorre predominantemente através do preenchi-
mento do déficit de tecido (Lindblad 2008).

E importante observar que apesar do presente estudo ter focali-
zado um modelo porcino de cicatrizagcdo de lesdo aguda, o arcabougo de FM
da presente invencéo pode ser usado AM ambas as indicactes aguda e cro-
nica. O estudo ocorreu como se segue. No dia 0, um total de 20 lesdes de
espessura total com 20 mm de didmetro foram criadas cirurgicamente sobre
o dorso de um porco fémea anestesiada com 6 semanas de idade (aproxi-
madamente 18-20 kg) com um pungdo dérmico. As leses foram criadas em
quatro colunas de 5 fileiras espacadas por uma distancia de 3 cm, como
mostrado na figura 18. Um total de cinco animais foi usado no estudo (100
sitios de lesao no total).

Cada uma das lesdes ou nao foi tratada ou foi tratada tanto com

FM com uma camada estéril, FM laminado com duas camadas guanto com o
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produto baseado em ECM estabelecido, SIS. Em cada caso, uma pega cir-
cular de um dos arcaboucos anteriores (20 mm de diametro) foi aplicada a
les@o e reidratada in sifu pela aplicagédo de salina estéril. A fim de calcular
qualquer desvio posicional, a localizagao dos quatro tratamentos foi alterada
entre cada animal, tal que dois animais nao receberam o mesmo esbogo de
tratamento. Lesdes tratadas e ndo tratadas foram cobertas de modo idéntico.

Nos dias 0, 3, 7, 14, 28 e 42, todas as lesées foram digitalmente
fotografadas e a area e a profundidade da leséo (altura, se apropriado) fo-
ram registradas. Adicionalmente, uma Gnica fileira de lesées de cada animal
foi biopsiada. A biépsia foi retirada cirurgicamente e incluiu o leito da lesao
assim como uma porgao de tecido normal das margens da lesdo. Todas as
biépsias foram fixadas em formalina, montadas, cortadas e coradas para
andlise. Os tecidos seccionados foram corados com os corantes H&E, Ve-
rhoff Von Gieson e tricromico de Gomori. Os tecidos também foram corados
usando imuno-histoquimica com marcadores de diferenciagao celular, endo-
telizacao e resposta imune.

(A) O arcabouco de FM & remodelado e infiltrado com células durante a cica-

trizacdo da lesdo

Um exame das bidpsias de tecido fixado retiradas durante o cur-
so do estudo indicou que o arcabougo de FM foi infiltrado por células durante
o processo de cicatrizacdo. As matrizes de FM aparecem como fitas verdes
nas segdes coradas com tricromico de Gomori e as matrizes de ECM eram
especialmente proeminentes do dia 7. As células eram claramente visiveis
dentro do arcaboucgo exégeno de ECM no dia 7. Ambas as matrizes de arca-
bougo de FM e do produto comercial SIS foram visiveis por aproximadamen-
te 14-a 28 dias, depois do que as matrizes estavam completamente degra-
dadas e o colageno maduro foi depositado em um processo de remodela-
gem.

(B) Persisténcia do arcabouco de FM em lesées tratadas

A persisténcia de arcabougos de FM ne modelo porcino de cica-
trizagao de lesao foi avaliada. A fim de qualificar a persisténcia dos trata-

mentos com ECM na cicatrizacao das lesoes, segdes de tecido coradas com
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Verhoff van Gieson (elastina) foram examinadas quanto ao aspecto da ma-
triz ou de fragmentos da matriz em cada uma. Nas segdes coradas para e-
lastina, os arcabougos (FM com uma e duas camadas ou SIS) apareceram
como fitas de vermelho para preto que podiam ser claramente distinguidas
da lesdo em regeneracao. A persisténcia de arcaboucos nos pontos de tem-
po amostrados esta resumida na figura 19.

Nos pontos de tempo mais precoces (dias 3 e 7), o arcabouco
era claramente visivel no 1/3 superior da lesao, tipicamente em associacao
com o epitélio em regeneracdo efou crosta. Conforme o tempo passou, o
arcabouco pareceu estar migrando para o leito da lesdo e sofrendo degrada-
¢ao. Houve pouca diferenca na longevidade dos trés tratamentos com arca-
bouco, tal que pelo dia 14-28 o arcabouco estava ausente da maioria das
lesbes. Nenhuma matriz era visivel no dia 42.

(C) O arcabouco de FM promove a proliferacao celular dentro de lesées em

regeneracdo em uma extensio maior do que a matriz derivada da submuco-

sa do intestino delgado

A proliferacdo celular dentro da lesdo em regeneracdo pode ser
um indicador Gtil da eficacia do tratamento de uma lesao, ja que a prolifera-
¢ao celular € um indicativo de uma resposta imune benéfica e de migragéo e
proliferacao de fibroblasto efou queratindcito. A fim de quantificar a prolifera-
¢ao celular, a imuno-histoguimica do tecido biopsiado obtido durante o estu-
do de cicatrizagao de lesdo de porco descrito acima, foi realizada usando o
marcador celular Ki67. Ki67 é expresso durante todas as fases ativas do ci-
clo celular e, portanto € um marcador (til da proliferacéo celular e atividade
célula. Ki67 ndo é expresso no restante das células.

Tecidos das biépsias fixados em formalina foram montados em
parafina e seccionados em 15 pm antes de serem submetidas a recupera-
cdo do epitopo com tampéao citrato. As células ativas foram detectadas de-
pois usando um anticorpo primario para Ki67 em uma diluicdo de 1:50, e a
coloragao foi desenvolvida usando um anticorpo secundario conjugade com
HRP e DAB através de Bond Max® Automated IHC/ISH Staining System

(Leica Microsystems Instruments). As segdes foram levemente contracora-
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das com hematoxilina de Mayer. As laminas imunocoradas foram digitalmen-
te fotografadas com uma ampliagdo em 40x, com trés campos aleatérios
tirados da camada epitelial (dias 3, 7, 14, 28 e 42) e trés imagens tiradas da
camada dérmica em regeneragéo (dias 7, 14, 28 e 42). Usando o programa
Imaged (National Institute of Health), as imagens foram processadas para
quantificar o ndmero de células positivas para Ki67 por quadro. Primeira-
mente, as imagens foram deconvoluidas para separa a coloragdo marrom de
DAB dos outros componentes de cor presentes na imagem, e depois o fundo
foi subtraido através da fungao limiar. As células positivas para Ki67 foram
identificadas como clusters pretos com uma faixa de tamanho de 300-4500
pixels e consequentemente contadas.

A quantificagdo da proliferag@o celular € mostrada na figura 20,
expressa como o numero total de células positivas para Ki67 identificadas
nos 3 quadros de epitélio e nos 3 quadros dérmicos por segdo de tecido.
Cada um dos 4 grupos de tratamento foi amostrado nos dias indicados.
As células positivas para Ki67 na camada dérmica nao foram quantificadas
no dia 3 devido a auséncia de uma camada dérmica. Geraimente, a prolife-
racao celular dérmica atinge o pico nos dias 7 e 14 para todos os grupos de
tratamento. Em ambos os dias 7 e 14, as lesées tratadas com o arcaboucgo
de FM tinha uma proliferagéo celular significativamente maior do que os gru-
pos tratados com SIS e nao tratados (veja figura 20; P>0,01 one-way ANO-
VA usando GraphPad Prism). Essa fase proliferativa se resolveu ao longo do
tempo com as células positivas para Ki67 retornando a "linha de base" no
dia 42 em todos os grupos de tratamento.

(D) O arcabouco de FM aumenta a vascularizacdo de lesbes cicatrizadas em

relacao ao arcabouco derivado da submucosa do intestino delgado.

A presenca de um suprimento sanguineo funcional dentro de
uma lesao € critica para o fechamento e cicatrizagcdo da lesdo. Como tal,
aumentar a vascularizagdo de uma leséo em cicatrizacao tem recebido aten-
¢ao consideravel como um meio de aperfeigoar as taxas de cicatrizagdo da
lesdo e qualidade da cicatrizagdo da leséo, especialmente em lesées croni-

cas. A extensao da vascularizagdo (por exemplo, angiogénese) depois do
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tratamento com arcabougo de FM de ovino e arcabougo de submucosa de
intestino delgado foi determinada no contexto do modelo de cicatrizagao de
lesao de porco descrito acima. A fim de quantificar a extensao da endoteliza-
¢ao e o desenvolvimento da vascularizagdo das lesGes cicatrizadas foi em-
pregada a imuno-histoquimica acoplada com métodos de quantificacdo digital.
Os tecidos da biopsia fixados foram seccionados em 15 pm, montados e
submetidos a tensoativo tamponado com EDTA. As células endoteliais foram
coradas com um anticorpo anti-CD34 em uma diluicdo de 1:100 e visualizadas
usando um anticorpo secundario conjugado com HRP e coloracéao DAB, antes
da contra coloragéo com hematoxilina de Mayer. As bidpsias do tecido retira-
das no dia 3 foram excluidas dessa analise devido a auséncia de uma cama-
da dérmica claramente definida. As laminas coradas foram fotografadas digi-
talmente com uma ampliagcéo de 40x pelo registro de 4 quadros aleatoriamen-
te selecionados da camada dérmica de cada uma das se¢bes do tecido. U-
sando o programa ImageJ, o canal de cor de DAB (células positivas para
CD34) foi deconvoluido a partir de cada uma das imagens. As imagens mo-
nocromaticas marrons foram filtradas para remover particulas menores nao
especificamente coradas e pequenos clusters positivos para CD34 nao repre-
sentativos de vasos sanguineos (<300 umz). O numero de vasos sanguineos
foi contado depois usando os seguintes critérios: "vasos pequenos” = 300-500
pm?, "vasos médios" = 500-1500 um? e "vasos grandes" > 1500 um?>.

O nudmero total médio de vasos contados por quadro é mostrado
na figura 21A, para cada um dos 4 grupos de tratamento durante o curso do
experimento (dia 3 excluido). Houve um aumento estaticamente significativo
no numero de vasos sanguineos em lesdes tratadas com qualquer um dos
arcaboucgos de FM de ovino, em relagao a lesées nao tratadas. O aumento
no total de vasos sanguineos em relacédo a lesées nao tratadas foi evidente
nos dias 14 (P<0,01 FM com uma camada e FM com duas camadas), 28
(P<0,01 FM com uma camada e FM com duas camadas) e 42 (P<0,01 FM
com uma camada e P<0,05 FM com duas camadas). Em comparacéo o tra-
tamento com SIS ndo aumentou o nimero total de vasos sanguineos ao

controle ndo fratado.
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O ndmero de vasos pequenos que resultou do tratamento com
qualguer um dos arcaboucos de FM de ovino foi maior do que aquele que
resultou do tratamento com SIS ou dos grupos nao tratados no dia 7 e essa
tendéncia progrediu através do decorrer do experimento (figura 21C) o nd-
mero de vasos sanguineos de tamanho médio e grande foi aproximadamen-
te igual entre os quatro grupos de tratamento no dia 7 da linha do tempo (fi-
guras 21D e 21E). Os tratamentos baseados em FM de ovino diferiram das
lesGes tratadas com SIS e n&o tratadas nos dias 14, 28 e 42 pela existéncia
de um grande nimero de vasos médios e grandes. Por exemplo, no dia 42,
os tratamentos com arcabougo de FM de ovino tinham aproximadamente o
dobro do ndmero de vasos grandes em relagio as lesoes tratadas com SIS
e nao tratadas (figura 21E).

Pela quantificagdo do numero de vasos pequenos médios e
grandes foi possivel entender o efeito dos quatro grupos de tratamento sobre
a distribuicao relativa do tamanho dos vasos resultantes. As proporgdes de
vasos pequenos (~40%), médios (~45%) e grandes(~15%) nao se alteraram
entre os 4 grupos de tratamentos ao longo da linha do tempo (figura 21B).
Esses achados indicaram que os tratamentos com matriz de pré-estomago
aumenta o numero total de vasos, mas os tratamentos ndo influenciam a
distribuicao relativa ao tamanho dos vasos formados.

Exemplo 18: Arcaboucos de FM laminados bioativos

Arcaboucos de FM laminados que foram desenvolvidos incluem
um polimero adesivo, como descrito acima. O polimero liga folhas adjacentes
de arcabougo de FM para formar uma folha laminada. Esse polimero também
pode servir como um veiculo para a liberagcéo de moléculas bioativas e pode
ser usado para ajustar a liberagao das moléculas bioativas no sitio de contato
com o tecido, com descrito aqui. Os arcabougos de FM laminados que foram
preparados continham um dos seguintes agentes bioativos na camada poli-
mérica: fatores de crescimento FGF2 ou fator de crescimento de nervo (NGF)
ou os antimicrobianos doxiciclina, amoxicilina e poli-L-lisina. Os arcabougos
laminados de FM que continham a camada polimérica bioativa foram subse-

quentemente ensaiados para demonstrar a bioatividade do laminado.
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Especificamente, um gel de colageno foi preparado como descri-
to no exemplo 3. Uma vez formado, o gel foi inoculado com FGF2 recombi-
nante humano ou NGF. Folhas de arcabougo de FM estéreis foram cortadas
em discos de 8 mm e o gel de colageno inoculado com fator de crescimento
(10 pL) foi aplicado sobre a superficie. Um segundo disco de arcabouco de
FM foi aplicado a camada de colageno para criar um laminado intercalado
(isto &, arcabouco de FM/polimero de colageno bioativo/arcabouco de FM).
As laminas de arcabougo de FM bioativo foram desidratadas a 25°C por du-
as horas para fornecer um laminado ligado. Os laminados de FM foram pro-
duzidos com FGF2 ou NGF tanto com 0,250 quanto com 500 ng/disco. Os
arcabougos de FM bioativos foram incubados a 37°C por 24 horas em
DMEM (1 mL) para extrair o fator de crescimento ligado antes da aplicacéo a
uma monocamada de células. Células PC12 foram semeadas em placas de
24 pocos a 20k células/poco em DMEM (1 mL) e incubadas por 24 horas a
37°C. O meio foi removido das células e substituido por DMEM (1 mL) que
tinha sido incubado com os laminados de arcabouco de FM bioativo. Células
de controle positivo foram tratadas tanto com uma solugao de FGF2 quanto
de NGF em uma concentragao final de 50 ng/ml. As células foram incubadas
por 48 horas. Depois desse tempo, uma monocamada de células foi fotogra-
fada (trés quadros por pogo) usando um microscépio invertido. O total de
células foi contado por quadro assim como o nimero total de processos ce-
lulares por quadro. Processos celulares sao indicativos de diferenciagdo ce-
lular estimulada por fatores de crescimento exégenos. Os processos celula-
res foram definidos como extensées celulares a partir do corpo da célula que
possuem um comprimento que & dobro da largura do corpo da célula, A dife-
renciacao estimulada pelo fator de crescimento foi expressa como o niimero
de processos celulares por célula por quadro. Os resultados estao expressos
na Tabela 19. Ambos os laminados inoculados com NGF e FGF2 desenca-
dearam uma resposta celular das células PC12. Adicionalmente, a resposta
foi dependente da dose, tal que a resposta celular de laminados inoculados
com 500 ng de fator de crescimento (FGF2 ou NGF) foi maior do que os la-

minados inoculados com 250 ng.
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Tabela 19: Quantificag@o da bioatividade de laminados de arcabouco de FM
contendo FGF2 e NGF

Laminado inoculado com FGF2
] rhFGF2 controle
(ng/disco)

50 ng/disco
500 250 0 ( 9 )

Resposta ce-
0,60+ 0,01 {0,391+ 0,02 | 0,09+0,02 |0,72+0,02

lular relativa

Laminado inoculado com NGF
] rhNGF controle
(ng/disco)

50 ng/disco
500 250 0 ( g )

Resposta ce- _
0,59+ 0,04 |0,41+£0,02 |{0,11+0,02 | 0,73+ 0,01

lular relativa

Erro representa o erro padréo de pelo menos 6 amostras

Os discos de arcabougo de FM laminado também foram prepara-
dos contendo ou a molécula pequena antimicrobiana doxiciclina ou o polimero
poli-L-lisina como descrito acima pela inoculagéo de um gel de colageno com
o bioativo requerido. Os discos inoculados com doxiciclina foram preparados
com concentracdes finais de 30, 15, 5, 2,5, 1 e 0 pg/disco, enquanto que os
discos inoculados com poli-L-lisina foram preparados com 5, 2, 1, 0,5, 0,1e 0
pg/disco. Os controles positivos foram preparados pela marcagio de uma so-
lugdo tanto com Doxiciclina (concentracao final de 30 pg/disco) quanto com
poli-L-lisina (concentracéo final de 5 pg/disco) sobre discos de papel de filtro
estéreis. Placas de Agar de Mueller-Hinton foram preparadas e semeadas
com 100 pL de 10° S. aureus e deixadas secar p6 5-10 minutos. Usando uma
técnica estéril, os discos foram transferidos para placas e as placas incubadas
por 24 horas a 35°C. Depois de 24 horas, as placas foram fotografadas digi-
talmente e a zona antimicrobiana de inibigdo em volta de cada um dos discos
foi classificada em relagdo ao controle positivo. A bioatividade contra o S. au-
reus dos arcabougos de FM laminados € dada na Tabela 20. A bioatividade
dos artigos de teste foi classificada, onde "+++" indica bioatividade compara-

vel com o controle positivo, e "-" indica sem bioatividade.
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Tabela 20: Bioatividade contra S.aureus de arcabougos de FM laminados

tanto com doxiciclina quanto com poli-L-lisina

o . Controle
Doxiciclina Concentragdo do Antibitico >
positivo
ug/disco 30 15 5 25 |1 0 |30
Escore antibacteriano | #+++ | +++ |++ |+ - - +++
o o Controle
Poli-L-lisina Concentragao do Antibiético »
positivo
ug/disco 5 2 1 05 [01]0 |5
Escore antibacteriano | +++ | - - - s “ +++

Discos de arcabougo de FM laminados previamente com um po-
limero de colageno contendo doxiciclina foram bioativos contra S.aureus. A
bioatividade de doxiciclina de arcabougos de FM laminados era dependente
da concentracéo, tal que os discos laminados com 30 pg/disco tiveram uma
bioatividade aproximadamente equivalente aos discos de controle, enquanto
que os laminados com 1 e 0 pg/disco ndo demonstraram bioatividade. A bio-
atividade do arcabougo de FM laminado contendo poli-L-lisina foi menos
pronunciada do que os arcabougos laminados de FM com doxiciclina. Entre-
tanto, a bioatividade foi observada na maior concentracio testada de poli-L-
lisina (5 pg/disco), que foi bem comparavel com o disco de controle. |

Os resultados desses estudos n vifro demonstraram a habilidade
das proteinas de fator do crescimento ou moléculas pequenas antimicrobia-
nas e polimeros para se difundir com o tempo a partir da camada adesiva
polimerica. Portanto, os resultados indicam que uma folha de FM laminada
que contenha uma camada polimérica que compreenda um agente bioativo
pode ser usada para uma variedade de propdsitos de tratamento. O lamina-
do pode variar entre duas camadas a 15 camadas ou mais (por exemplo,
duas a 30 camadas) dependendo das aplicagées clinicas especificas e, por-
tanto, da extensao necessaria do desempenho fisico.

In vivo, o arcabouco de FM laminado bioativo difunde similar-

mente uma gente bioativo a partir da camada polimérica para os tecidos cir-
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cundantes. Pela variagdo do tipo de camada polimérica e a formulagdo do
agente bioativo dentro dessa camada, a difusdo do agente bioativo do lami-
nado para o tecido local pode ser controlada.

Exemplo 19: Biocompatibilidade de Arcaboucos de FM de ovino

Os arcaboucos de FM de ovino foram preparados de acordo
com o Exemplo1, cortados como dispositivos de 4 x 4 cm quadrados e final-
mente esterilizados usando 6xido de etileno. Os dispositivos de arcabougo
de FM foram testados quanto a biocompatibilidade de acordo com o Blue
Book Memorandum G95-1 e ISO10993-1:2003. O teste incluiu a toxicidade,
sensibilizagéo e irritacao/reatividade cutédnea. Em um esforco para detectar
qualquer infecgdo microbiana que resulte do dispositivo de arcabouco de FM
elou para detectar qualquer resposta imunolégica ou inflamatéria, o teste
requerido foi expandido para incluir um ensaio de implantacgéo in vivo de 30
dias. As concentragGes de endotoxina dos dispositivos também foram quan-
tificadas.

Todos os dispositivos foram preparados de acordo com
ISO10993-12:2007 'Biological Evaluation of Medical Devices, Part 12: Sam-
ple Preparation and Reference Materials'. Os resultados do teste de biocom-
patibilidade estdo resumidos na Tabela 21 e indicam que as caracteristicas
de biocompatibilidade dos arcaboucos de FM os tornam adequados para a

liberagdo in vivo.
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Tabela 21: Teste de biocompatibilidade de arcabougo de FM

Teste de bio-
compatibili- Descricdo do teste Resultado
dade

Teste de Citotoxicidade usando o Método

de Eluigdo ISO em uma linhagem celular

) de fibroblasto de camundongo L-929 de | Nao ci-

Citotoxicidade )

acordo com SO 10993-5:1999 'Avaliacéo | totoxico

Biolégica de Dispositivos Médicos, Parte 5:

Testes para Citotoxicidade In Vitro

Agar Overlay de acordo com ISO 10993-

5:1999 'Avaliacao Biologica de Dispositivos | Nao Ci-
Citotoxicidade )

Médicos, Parte 5: Testes para Citotoxici- | totéxico

dade In Vitro

ISO 10993-10:2002, Emenda1:20086, 'Ava-

liacao Biolégica de Dispositivos Médicos, o
Irritacdo Nao irritante

Parte10: Testes para lrritacdo e Hipersen-

sibilidade do tipo Retardada'

Sensibilizagao

De acordo com ISO 10993-10:2002, E-
menda 1:2006, "Avaliacao Bioldgica de
Dispositivos Médicos, Parte10: Testes para
Irrﬁagéo e Hipersensibilidade do tipo Re-

tardada"

Nao sensibi-

lizante

De acordo com ISO10993-6:1994 ‘Avalia-

30 dias de Im- | cao Biologica de Dispositivos Médicos,
) Na&o irritante
plantacao Parte 6: Testes para Efeitos Locais depois
do Implante
Teste de En-|USP<85>, ANSI/AAMI ST72:2002 e nor-

dotoxina

mas do FDA

Aprovado
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Exemplo 20: Inativac&o Viral Durante a Fabricacdo de Arcabougos de FM de
Ovino

A inativagao viral durante a producdo de arcabougo de FM pode
ocorrer como resultado de: 1) desnaturagdo da proteina viral e/ou ruptura
dos lipideos virais do envelope viral durante o tratamento com detergentes
(Triton X-200 e SDS); 2) liberagdo de espécie de oxigénio reativo durante o
tratamento com acido peracético (PAA); e 3) esterilizagdo final usando 6xido
de etileno. Um estudo foi desenvolvido para examinar a inativagéo viral du-
rante o processo STOF e o tratamento com PAA usando trés modelos de
virus.

O nivel de inativacao viral foi testado usando processos de ma-
nufatura em escala reduzida. Isso envolveu inocular trés estoques virais com
titulo alto de cada um dos trés modelos de virus em amostras que represen-
tam dois estagios diferentes do processo de manufatura e submeter essas
amostras inoculadas a um tratamento andlogo a etapa de manufatura cor-
respondente. O nivel de inativagao viral durante cada tratamento foi determi-
nado pela comparacao dos titulos virais recuperados das amostras inocula-
das apds cada tratamento, com a recuperacgéo viral de amostras ndo trata-
das.

Os virus de modelo foram escolhidos para incluir virus com ca-
racteristicas fisioquimicas diferentes, tais como a presenga ou auséncia de
envelope, tipo de acido nucleico do genoma (DNA ou RNA) e sobrevivéncia
no ambiente/resisténcia a desinfeccdo (Tabela 22). A quantidade de virus
infecciosos presentes nas amostras foi determinada pela titulagio final e os
titulos virais foram expressos como dose infectante de cultura de tecido,
50% (TCIDsg).

Os sistemas do modelo empregado nesse estudo demonstraram
gue ambos os tratamentos com STOF e PAA inativaram os modelos virais
com uma redugao tedrica total no titulo viral de mais do que 6 logs de TCIDsq
(Tabela 22).

O tratamento com detergente foi eficaz na inativagéo dos virus

envelopados (PI-3 e FHV-1), mas mostrou pouco efeito na inativacdo de vi-
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rus BEV nao envelopados. Esse resultado era esperado, ja que virus nao
envelopados n&o sao tipicamente afetados pelo tratamento com detergentes.
Ao contrario, o tratamento com PAA foi eficaz na inativacéo dos trés mode-
los de virus (Tabela 22).

Tabela 22: Inativagdo demonstrada e tedrica de trés modelos virais durante

o processo de produgdo em escala reduzida de arcabouco de FM

Inativagdo | inativagdo
Virus Hospe- Inativacado
Enve- | Resistén- por STOF | por PAA**
(fami- | deiro Genoma teorica total
lope | cia (log (log
lia) natural (log TCIDsg)
TCIDsg)* TCIDsp)
PI-3 Bovino | ss(-)RNA Sim Sensivel 24,0* =23 26,3
FHV-1 | Felino ds DNA Sim Sensivel 23,5 226 26,1
BEV Boving | ss(+)RNA | Ndo Resistente | 0,5 7.3 7.3

Abreviagdes usadas: PI-3; virus Parainfluenza tipo 3 (Paramyxo-
viridae): FHV-1: herpesvirus tipo 1 felino )Herpesviridae); BEV: enterovirus
bovino (Picornaviridae): TCID50: dose infectante de cultura de tecido, 50%;
PAA: acido peracético. *Inativacio de virus de modelo depois do tratamento
com duas solugdes detergentes na presenca de um gradiente osmético. So-
lugGes detergentes incluiam EDTA 0,1%/Triton X-200 0,028% e SDS 0,1%.
*** |nativagdo de virus de modelo depois do tratamento com PAA
0,3%/Etanol 5% em PBS. Os resultados sao expressos como "maior ou igual
a" quando o limite inferior de recuperacao de virus foi limitado pela toxicida-
de das amostras para células de mamiferos.

Exemplo 21: Fabricacdo de um Dispositivo para Reconstrucao da Mama

Folhas Umidas de arcaboug¢o de FM naturalmente céncavo foram
alinhadas e sucessivamente empilhadas uma sobre a outra para criar lami-
nados com 4 camadas, 6 camadas e 8 camadas. As folhas foram empilha-
das uma sobre outra usando uma forma curva que apoio e complementou os
contornos naturais do arcabougo de FM. Os [aminados foram liofilizados pa-
ra fornecer laminados ligados. Esses laminados foram costurados subse-

quentemente usando um ponto reto com sutura de vicryl, com um compri-
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mento do ponto de aproximadamente 3 mm. Os laminados foram costurados
em linha reta acompanhando a curvatura do laminado. As linhas de pontos
eram separadas por aproximadamente 10 mm. Os laminados mamarios ti-
nham a forma de um crescente ou uma elipse, como ilustrado nas figuras 2A
e 2B, respectivamente. Os laminados mamarios podem ser afixados ao teci-
do nativo usando sufuras ou grampos.
Equivalentes

A invencao foi descrita aqui com referéncia a certos exemplos e
modalidades. Nenhum esforco foi feito para descrever exaustivamente todos
os exemplos possiveis e modalidades da invengéo. De fato, aqueles versa-
dos na técnica apreciardo que varias adigoes, delegdes, modificacoes e ou-
tras alteragdes podem ser feitas nos exemplos acima descritos e nas moda-
lidades, sem se afastar do espirito e escopo da invengdo como descrita nas
reivindicacbes anexas. E pretendido que todas as tais adigdes, delegoes,
modificagdes e oufras alteragdes sejam incluidas dentro do escopo das rei-
vindicacoes a seguir.

Incorporacéo por Referéncia

Os conteados completos de todas as patentes, pedidos de pa-
tente publicados, websites e outras referéncias aqui citadas estao incorpora-
dos expressamente aqui em suas totalidades por referéncia.
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REIVINDICACOES

1. Arcabougo de tecido caracterizado pelo fato de que com-
preende a matriz extracelular da propria-submucosa do pré-estémago de um
ruminante.

2. Arcabougo de tecido, de acordo com a reivindicagédo 1, carac-
terizado pelo fato de que a propria-submucosa é proveniente do rimen.

3. Arcabougo de tecido, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que compreende um ou mais dos seguintes e-
lementos:

a) tecido descelularizado selecionado a partir do grupo que con-
siste em epitélio, membrana basal, tdnica muscular, e suas combinagoes;

b} uma proteina fibrilar selecionada a partir do grupo que consis-
te em colageno |, colageno Ill, elastina, e suas combinagdes;

¢) um fator de crescimento selecionado a partir do grupo que
consiste em FGF-2, TGFb1, TGFb2, VEGF, e suas combinagbes;

d) um glicosaminoglicano selecionado a partir do grupo consis-
tindo em acido hialurénico, sulfato de heparano, e suas combinagdes;

€) uma proteina adesiva selecionada a partir do grupo que con-
siste em fibronectina, laminina, colageno IV, e suas combinacgbes; e

f) um polimero posicionado entre duas ou mais folhas laminadas.

4. Arcabougo de tecido, de acordo com a reivindicacdo 3, carac-
terizado pelo fato de que:

a) o polimero é selecionado a partir do grupo que consiste em
colageno, quitosana, alginato, alcool polivinilico, carboximetil celulose, hidro-
xipropil celulose, e suas combinagées; efou

b) o polimero compreende ainda uma molécula bioativa.

5. Arcabouco de tecido, de acordo com a reivindicagao 4, carac-
terizado pelo fato de que a molécula bioativa compreende uma ou mais
das seguintes caracteristicas:

a) a molecula bioativa € dispersa por toda uma camada do poli-
mero;

b} a molécula bioativa é ligada de forma nao covalente ao poii-
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mero;
¢) a molécula bioativa & ligada de forma covalente ao polimero;

d} a molécula bioativa € uma molécula pequena ou um polipepti-
deo;

e) a molécula bioativa é selecionada a partir do grupo que con-
siste em um fator de crescimento, um antimicrobiano, um analgésico, um
hemostatico, um agente pré-angiogénico, um agente antiangiogénico, e suas
combinagdes; e

f) a molécula bioativa & selecionada a partir do grupo que consis-
te em FGF2, NGF, doxiciclina, poli-L-lisina, e suas combinagdes.

6. Arcabougo de tecido, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagoes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que inclui uma ou mais das se-
guintes caracteristicas:

a) o arcabouco de tecido compreende uma superficie luminal
contornada;

b) o arcabougo de tecido é formatado como uma folha Unica ou
laminada; e

¢) o arcabougo de tecido compreende de 2 a 12 folhas lamina-
das.

7. Arcabouco de tecido, de acordo com a reivindicagao 6, carac-
terizado pelo fato de que a folha (nica ou laminada compreende uma ou
mais das seguinies caracteristicas:

a) as folhas laminadas sao presas juntas por pontos ou suturas;

b) a folha Gnica ou laminada tem uma largura de pelo menos 10
cm e um comprimento de pelo menos 10 cm; e

c) a folha Unica ou a folha laminada tem uma resisténcia a ruptu-
ra media de pelo menos 80N.

8. Arcabougo de tecido, de acordo com gualquer uma das reivin-
dicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que:

a) o ruminante pertence a um género selecionado a partir do
grupo que consiste em Capra, Bos, Cervus e Qvis, ou

b) o ruminante é Ovis aries.
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9. Composigao caracterizada pelo fato de que compreende um
arcabougo de tecido como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a
8.

10. Arcabougo de tecido, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes 1 a 8, ou combinagdo, de acordo com a reivindicagdo 9, carac-
terizado pelo fato de que, sdo aplicados em um ou mais dos seguintes u-
SOS:

a) induz o reparo de um tecido danificado;

b) estimular a regeneragao de tecido mole;

c) induzir a proliferagao de células dentro de um tecido;

d) aumentar a vascularizagdo dentro de um tecido;

e) suportar tecido mamario; e

) cobrir um déficit de tecido.

11. Arcabougo de tecido, de acordo com a reivindicagédo 10, ca-
racterizado pelo fato de que o lugar sem tecido tem uma largura de pelo
menos 10 cm e um comprimento de pelo menos 10 cm.

12. Dispostito de implante para suportar tecido mamario natural
e/ou de protese mamaria dentro de um paciente, caracterizado pelo fato de
que o dispositivo compreende um arcabougo de tecido conforme definide em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 8.

13. Dispositivo, de acordo com a reivindicagao 12, caracteriza-
do pelo fato de que compreende uma ou mais das seguintes caracteristi-
cas:

a) o dispositivo cobre as segdes inferior e lateral do tecido ma-
mario natural e/ou de protese mamaria;

b) o dispositivo é formado como uma folha laminada compreen-
dendo duas ou mais camadas de matriz extracelular cu de 4 a 8 camadas de
matriz extracelular;

c) o dispositivo tem um formato crescente ou um formato elipti-
co;

d) o dispositivo tem concavidade.

14. Dispositivo, de acordo com a reivindicagéo 13, caracteriza-
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do pelo fato de que inclui uma ou mais das seguintes caracteristicas:

a) as camadas da matriz extracelular sao fixadas juntas por pon-
to ou sutura;

b) a matriz extracelular € perfurada ou nao perfurada; e

c) a matriz extracelular contém colageno.

15. Método para separar ou descelularizar as camadas dentro
de todo ou de uma porgdo de um tecido caracterizado pelo fato de que
compreende a etapa de criar um fluxo osmético transmural entre dois lados
do tecido, de modo que as camadas dentro de todo ou de uma porgéo do
tecido sejam separadas ou descelularizadas.

16. Método, de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que o fluxc osmético transmural € criado a partir do lado lumi-
nal para o lado abluminal do tecido.

17. Método, de acordo com a reivindicagac 15 ou 16, caracteri-
zado pelo fato de que compreende a etapa de remover toda cu uma parte
de uma camada de tecido selecionada do grupo que consiste em epitéiio,
membrana basal, tunica muscular, e suas combinacgdes.

18. Método, de acorde com qualquer uma das reivindicagbes 15
a 17, caracterizado pelo fato de que o tecido compreende um epitélio es-
camoso estratificado queratinizado.

19. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 15
a 18, caracterizado pelo fato de que compreende uma ou mais das seguin-
fes etapas:

a) encapsular uma primeira solugéo dentro do tecido ou de uma
por¢ac do mesmo, e imergir o tecido ou porgdo do mesmo em uma segunda
solug@o que & hipertdnica em relagée a primeira solugao;

b} remover o tecido ou porgao do mesmo da segunda solugéo, e
imergir o tecido ou porgac do mesmo em uma terceira solugdo que também
€ hipertdnica em relagao a primeira solugao;

¢) encapsular uma primeira solugéo dentro do tecido ou porgéo
do mesmo, e imergir o tecido ou porgdo do mesmo em uma segunda solu-

¢&o que é hipoténica em relagao a primeira solugao; e
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d) remover o tecido ou porgao do mesmo da segunda solugéo, e
imergir o tecido ou porgao do mesmo em uma terceira solugdo que também
e hipotdnica em relagio a primeira solugao.

20. Método, de acordo com a reivindicagéo 19, caracterizado
pelo fato de que:

a) a segunda solugdo compreende agua, incluindo, opcional-
mente, pelo menos um tampéo, detergente ou sal; efou

b} a primeira solugéo compreende NaCl 4 M.

21. Método, de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado
pelo fato de que:

a) a segunda solugdo compreende 0,028% de Triton X-200,
0,1% de EDTA, e 0,1% de SDS;

b) a segunda solugao compreende 0,028% de Triton X-200,
0,1% de EDTA, e a terceira solugdo compreende 0,028% de SDS; ou

c) a segunda solugdo compreende 0,1 SDS, e a terceira solugdo
compreende 0,028% de Triton X-200 e 0,1% de EDTA.

22. Método, de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado
pelo fato de que o método é realizado:

i) a uma temperatura entre 2°C e 4°C para a segunda solugéo e
terceira solugéo conforme (b) ou (c); ou

i) a 4°C para a segunda solu¢éo e terceira solugéo conforme (b)
ou {c); ou

i) a uma temperatura entre 18°C e 24°C para a segunda solu-
¢do conforme definido em (a).

23. Metodo, de acordo com a reivindicagdo 22, caracterizado
pelo fato de que o método é realizado em menos que 36 horas para (i), em
menos de 24 horas para (ii), € em menos de 6 horas para (iii).

24. Metodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 15
a 23, caracterizado pelo fato de que o tecido compreende uma ou mais
das seguintes caracteristicas:

a) o tecido ou porgao do mesmo é distendido para aumentar o

fluxo osmético transmurat;



10

6/6

b) o tecido € um 6rgéao inteiro, ou uma porg¢ao do mesmo;

c) o tecido & derivado do pré-estdbmago de um ruminante; e

d) o tecido € o rimen.

25. Metodo, de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado
pelo fato de que:

o ruminante pertence a um género selecionado do grupo que
consiste em Capra, Bos, Cervus e Qvis; ou

b) o ruminante € Ovis aries.

26. Arcabouco de tecido caracterizado pelo fato de que & pro-
duzido conforme o método definido em qualquer uma das reivindicagbes 15
a 25,

27. Metodo para formar um arcabougo de tecido caracterizado
pelo fato de que compreende realizar ¢ método conforme definido em qual-

quer uma das reivindicagdes 15 a 25.
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Banda 1: Marcadores Magic (Invitrogen TM)

Banda 2: Amostra de solugdo de Triton X-200 0,028% retirada do

exterior do rimen depois da finalizagdo do processo de STOF.

Banda 3: Amostra de solugdo de NaCl 4M retirada do interior do

rumen depois da finalizagdo do processo de STOF.

Banda 4: Amostra de solugdo de Triton X-200 0,028% + EDTA 0,1%
retirada do exterior do rumen depois da finalizagdo do processo de STOF.
Banda 5. Amostra de solugado de SDS 0,1% retirada do exterior

do rimen depois da finalizacdo do processo de STOF.

Banda 6: Laminina padronizada

Fig. 8
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RESUMO
Patente de Invencdo: "ARCABOUCOS DE TECIDO DERIVADO DA MA-
TRIZ EXTRACELULAR DO PRE-ESTOMAGO".

A presente invencéo refere-se ao desenvolvimento de arcabou-
cos de Matriz Extracelular (ECM) derivadas do pré-estbmago de um rumi-
nante. Tais arcabougos s&o Uteis em vérias aplicagdes clinicas e terapéuti-
cas, incluindo o reparo de lesdes, regeneragao do tecido e reconstrucdo da
mama. Adicionalmente, a presente invencao apresente métodos para o iso-
lamento dos arcaboucgos de ECM de é6rgdaos de mamiferos, incluindo, mas
ndo limitados ao pré-estdbmago de ruminantes. Tais métodos incluem a gera-
cao de um fluxo osmético transmural entre os dois lados do tecido. A inven-
cao apresenta adicionalmente arcabougos de ECM laminados que contém
um polimero posicionado entre folhas individuais de arcaboucos de ECM.
O polimero pode conter adicionalmente moléculas bioativas para aperfeicoar

a funcionalidade do arcabougo.



