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A PRESENTE INVENGCAO PROPORCIONA A UTILIZACAO E COMPOSICOES DE MATERIA DE
FACTORES DE ANGIOGENICOS OU OUTROS FACTORES DE CRESCIMENTO/CITOQUINAS
EXPRESSOS POR MISTURAS DE ESTIRPES OU LINHAGENS DE CELULAS HUMANAS
ALOGENEICAS DE DIVERSOS TIPOS E ETAPAS DE DIFERENCIAGAO. A INVENGAO TAMBEM
PROPORCIONA PREPARAGOES NAO ENCAPSULADAS (MISTURADAS COM OU APLICADAS A
MATERIAIS DE MATRIZ EXTRACELULAR OU SUBSTANCIAS SINTETICAS BIOCOMPATIVEIS)
PARA O PROPOSITO DE APLICAGAO TEMPORARIA EM FERIDAS OU DEFEITOS NA PELE OU EM
OUTROS TECIDOS PARA A RESTAURAGAO DE TECIDO CONJUNTIVO FORNECEDOR DE
SANGUE PARA PERMITIR QUE CELULAS ESPECIFICAS DE ORGAOS RESTABELEGAM A
INTEGRIDADE DO ORGAO, BEM COMO INIBIR UMA FORMAGAO EXCESSIVA DE CICATRIZ.



RESUMO

“COMPOSIGOES E METODOS PARA REGENERACAO DE TECIDOS”

A presente invengao proporciona a utilizacao e
composigbes de matéria de factores de angiogénicos ou
outros factores de crescimento/citoquinas expressos por
misturas de estirpes ou linhagens de c¢élulas humanas
alogeneicas de diversos tipos e etapas de diferenciagao. A
invengao também proporciona preparagdes nao encapsuladas
(misturadas com ou aplicadas a materiais de matriz
extracelular ou substdncias sintéticas biocompativeis) para
o propdsito de aplicagao temporaria em feridas ou defeitos
na pele ou em outros tecidos para a restauragao de tecido
conjuntivo fornecedor de sangue para permitir que células
especificas de dérgaos restabelegcam a integridade do 6rgao,

bem como inibir uma formagao excessiva de cicatriz.
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DESCRICAO

“COMPOSIGOES E METODOS PARA REGENERACAO DE TECIDOS”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengao é definida nas reivindicacdes e
diz respeito, de um modo geral, a regeneracao de tecidos,
v.g., © tratamento de feridas wutilizando células que
segregam factor de crescimento, citoquina ou factor
angiogénico misturadas com uma matriz extracelular

biolégica ou sintética aplica a ferida.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

As feridas (isto ¢&, laceragdes ou aberturas) em
tecidos de mamiferos podem provocar a ruptura de tecidos e
a coagulagao de da microvasculatura na superficie da
ferida. A reparacao destes tecidos constitui uma resposta
celular controlada de um modo ordeiro a uma lesao. Todas as
feridas de tecidos moles, independentemente do seu tamanho,
possuem um processo de cura idéntico. Os mecanismos de
crescimento e reparacgao de tecidos sao sistemas bioldgicos,
nos quais ocorre uma proliferacao e angiogénese celular na
presenga de um gradiente de oxigénio. As alteragdes
morfoldgicas e estruturais sequenciais, as gquais ocorrem
durante a reparagao de tecidos foi Jja caracterizada
minuciosamente e foi, em alguns casos, quantificada. Veja-
se Hunt, T- K, et al., “Coagulation and macrophage
stimulation of angiogenesis and wound healing”, em The
surgical wound, pags. 1-18, ed. F. Dineen & G. Hildrick-

Smith (Lea & Febiger, Philadelphia: 1981).



A regeneracao de tecidos em diversos &érgaos, tais
como, V.g., ha pele ou no coracgao, depende de restaurar o
fornecimento sanguineo aos tecidos conjuntivos e permitir
gque células residuais especificas do 6érgao, tais como
gqueratinécitos ou células de musculos, restabelecam a
integridade do o6rgao. Assim, uma fungao relevantes das
células mesenquimais, isto é, os fibroblastos, ou, para
além disso, as células endoteliais da vasculatura, € a
secregao de factores gue aumentem o processo de cura, Vv.qg.,
factores que promovem a formagdo de novos vasos sanguineos
(angiogénese) ou factores que promovem a re-epitelializacéao
por proliferacao e migragao de gueratindcitos.

A morfologia celular de uma ferida ¢é constituida por
trés zonas distintas. O espacgo da ferida vascular central é
deficiente em oxigénio, aciddético e hipercarbico e possui
niveis elevados de lactato. Adjacente ao espaco de ferida
encontra-se uma zona gradiente de isquemia local, a qual é
populada por fibroblastos de divisdo. Para além desta
Ultima zona encontra-se uma Aarea de sintese activa de

colagénio caracterizada por fibroblastos maduros e diversos

capilares recém-formados (isto é, neovascularizacgao) .
Embora o crescimento de novos vasos sanguineos
(angiogénese) seja necessario para a cura do tecido
lesionado, o0os agentes angiogénicos nao sao normalmente

capazes de satisfazer a necessidade sentida a bastante
tempo de proporcionar oS efeitos biossintéticos
suplementares de reparagao de tecidos. Apesar da
necessidade de um processo de cura mals rapido de feridas
(isto é, queimaduras graves, incisdes cirtrgicas,

laceracgdbes e outros traumas), até a data, apenas foi



alcancado um sucesso limitado na aceleracao do processo de
cura de feridas através de agentes farmacéuticos.
O objectivo principal no tratamento de feridas ¢é

alcancar o fecho da ferida. As feridas cutédneas abertas

constituem uma <categoria principal de feridas. Esta
categoria compreende feridas cirargicas agudas e
traumdaticas, V.g., Ulceras crdénicas, feridas de

gueimaduras, bem como feridas crdénicas, tais como Ulceras

neuropaticas, escaras por pressao, Ulceras arteriais e
venosas (estase) ou Ulceras mistas arterio-venosas, e
GUlceras diabéticas. As feridas cuténeas abertas sao

normalmente curadas por meio de um processo que compreende
seis componentes principais: i) inflamacgao, ii)
proliferagao de fibroblastos, iii) proliferagao de vasos
sanguineos, iv) sintese de tecido conjuntivo, V)
epitelializagao e vi) contracgao da ferida. A cura de
feridas é prejudicada quando estes componentes,
individualmente ou em um conjunto, nao funcionam
adequadamente. HAa diversos factores gque podem afectar o
processo de cura de feridas, incluindo a ma& nutrigao,
infecgao, agentes farmacoldégicos (v.g., farmacos
citotdxicos e costicosterdides), diabetes e idade avancada.
Veja-se Hunt et al., em Current Surgical Diagnosis &
Treatment {(Way; Appleton & Lange), pags. 86-98 (1988).

As feridas na pele que nao séao facilmente curaveis
podem provocar ao sujeito stress fisico, emocional e social
consideravel, bem como elevadas despesas financeiras. Veja-
se, e.g., Richey et al., Annals of Plastic Surgery 23(2):
159-65 (1989). Assim, as feridas que nao sao curadas de um
modo adequado podem necessitar de um tratamento cirtrgico

mais ou menos agressivo, v.g., enxerto de pele autdlogo.



Tém vindo a ser desenvolvidas diversas modalidades de
tratamento a medida em gque o conhecimento basico dos
cientistas sobre feridas e sobre o0s mecanismos de cura de
feridas progride.

A modalidade convencional mais utilizada para auxiliar
a cura de feridas cutdneas implica a wutilizacgdo de
revestimentos de feridas. Nos anos 60, foi dado um grande
passo nos cuidados de feridas quando se concluiu que a cura
de feridas com um revestimento oclusivo htmido era, de um
modo geral, mais eficaz do que a utilizacgao de
revestimentos nao oclusivos secos. Veja-se Winter, Nature
193: 293-94 (1962). Nos dias de hoje, sao normalmente
utilizados diversos tipos de revestimentos, incluindo
peliculas (v.g., peliculas de poliuretano), hidrocoldides
particulas coloidais hidrofilicas 1ligadas a espuma de
poliuretano), hidrogeles (polimeros reticulados que contém
pelo menos cerca de 60% de agua), espumas (hidrofilicas ou
hidrofébicas), alginatos de cdlcio (compdsitos nado tecidos

de fibras de alginato de calcio) e celofane (celulose com

um plastificante). Veja-se Kennon et al., Dermatol. Surg.
21: 583-590 (1995); Davies, Bums 10: 94 (1983).
Infelizmente, ha determinados tipos de feridas (v.g.,

Ulceras diabéticas, escaras de pressao) e as feridas de
determinados sujeitos (v.g., receptores de corticosterdides
exbdgenos) que nao curam de um modo adequado em termos de
tempo (ou mesmo nao curam) recorrendo a utilizagdo de tais
revestimentos.

Também tém vindo a ser utilizadas diversas modalidades
farmacéuticas na tentativa de melhorar a cura de feridas.
Por exemplo, regimes de tratamento gue envolvem sulfato de

zinco foram ja utilizados por alguns médicos. No entanto, a



eficdcia desses regimes fol principalmente atribuida a sua
inversao dos efeitos de niveis de zinco no soro sub-normais
(v.g., resisténcia do hospedeiro diminuida e actividade
bactericida intracelular alterada). Veja-se Riley, Am. Fam.
Physician 24: 107 (1981). Embora deficiéncias em outras
vitaminas e minerais também tenham sido associadas a
diminuicgao do processo de cura de feridas (v.g.,
deficiéncia em vitaminas A, C e D; e em calcio, magnésio,
cobre e ferro), nao existem evidéncias concretas dque o
aumento nos niveis no soro destas substdncias para um valor
superior aos seus niveis normais melhorasse realmente o
processo de cura de feridas. Assim, com a excepgao de casos
muitos limitados, a promogaoc do processo de cura de feridas
com estes agentes obteve pouco sucesso.

Assim sendo, é ainda necessario meios seguros,
eficazes e interactivos para aumentar o processo de cura de
feridas extensas e/ou de dificil cura gue possa ser
utilizado sem se considerar o tipo de ferida ou a natureza

da populacao do paciente.

DESCRIGCAO ABREVIADA DA INVENGAO

A presente 1invengao diz respeito a utilizacao de
factores angiogénicos ou outros factores de crescimento ou
de citoguinas expressos por células humanas em preparacdes
encapsuladas (misturadas ou combinadas com um material de
matriz ou com sSubstancias sintéticas biocompativeis), as
quals 1rao ser temporariamente aplicadas em feridas ou em
lesdes na pele ou em outros tecidos para restaurar o tecido
conjuntivo fornecedor de sangue, permitindo assim que as
células especificas do o6rgado restabelegcam a integridade do

6rgao, bem como inibam a formacao excessiva de cicatriz.



A invencao contempla uma composicao para a regeneracao
de tecidos que compreende:

(a) um primeiro componente que compreende
fibrinogénio, em que o primeiro componente se encontra sob
a forma de uma pulverizacgao e

(b) um segundo componente que compreende trombina e
células alogeneicas mitoticamente inactivadas, em gque o
segundo componente se encontra sob a forma de uma
pulverizagdo e em que as células compreendem um ou varios
queratindécitos e fibroblastos gque segregam uma ou varias
moléculas biologicamente activas seleccionadas entre o
conjunto constituido por GM-CSF, VEGF, KGF, DbFGF, TGFB,
angiopoietina, EGF, IL-1p3, IL-6, IL-8, TGFx e TNF«.

A invengao proporciona ainda um estojo que compreende
a composigao para regeneracao de tecidos, que compreende:

(a) um primeiro componente que compreende
fibrinogénio, em que o primeiro componente se encontra sob
a forma de uma pulverizacgao e

(b) um segundo componente dgque compreende trombina e
células alogeneicas mitoticamente inactivadas, em gque o
segundo componente se encontra sob a forma de uma
pulverizagdo e em que as células compreendem um ou varios
queratindécitos e fibroblastos gue segregam uma ou Vvarias
moléculas biologicamente activas seleccionadas entre o
conjunto constituido por GM-CSF, VEGF, KGF, DbFGF, TGFp,
angiopoietina, EGF, IL-1p, IL-6, IL-8, TGFua e TNF«x.

A preparagcao de células Util para a regeneracgao de
tecidos é descrita, v.g., para utilizacado no tratamento de
feridas da pele, que contenham um ou mais tipos de células
gue segreguem um ou mails substédncias biologicamente

activas, misturas com ou aplicadas a uma matriz



extracelular ou um material de matriz, de um modo tal que a
mistura forme uma preparacao celular polimerizada e
viscosa. Tal como aqui utilizado, o termo “mistura” abrange
quaisquer métodos de combinac¢ao, mistura, homogeneizacgao,
unido, etc., conhecidos pelos especialistas na matéria. os
tipos de células utilizados na preparagcao de células da
invencao sao fibroblastos e queratindcitos mitoticamente
inactivados.

O tipo principal de células de tecido conjuntivo é o
fibroblasto. Até recentemente, os fibroblastos tém sido
considerados como populacgdes de células nao diferenciadas
homogéneas. No entanto, o} sistema de células de
fibroblastos em muitas espécies, incluindo 0S8 seres
humanos, ¢é um sistema de células estaminais em que os
fibroblastos se diferenciam terminalmente ao longo de sete
etapas, trés das dquais que contém células mitdticas e
quatro qgue compreendem células pds-mitdticas. Veja-se
Bayreuther et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5112-16
(1988); Bayreuther et al., J. Cell. Sci. Suppl. 10: 115-30
(1988). A indugao in vitro da diferenciagao de fibroblastos
pode ser efectuada por agentes guimicos ou bioldgicos, tais
como mitomicina C (Bienneisen et al., Exp. Cell. Res. 211:
219-30 (1994)) ou por factores de crescimento ou citoquinas
(Hakenjos et al., Int. J. Radiat. Biol. 76: 503-09 (2000)),
tais como TGEF beta-1, 1IL-1, 1IL-6, interferao alfa. A
inducédo in vitro também pode ser efectuada por irradiacéao,
e.g., com raios vy; raios X (Bumann et al., Strahlenther.
Onkol. 171: 35-41 (1995); 1luz UV (Rodemann et al., Exp.
Cell. Res. 180: 84-93 (1989); ou exposicao fisica a campos
electromagnéticos (Thumm et al., Radiat. Environ. Biophys.

38: 195-99 (1999). Além do mais, a inducgao da diferenciacéao



também pode ser efectuada por meio de condigdes de cultura,
tais como jejum de soro, inibig¢ao por contacto ou adigao de
mitomicina C. Veja-se Palka et al., Folia Histochemn.
Cytobiol. 34: 121-27 (1996).

Ate a data, as propriedades de funcado/bioldgicas dos
fibroblastos diferenciados foram ainda pouco estudadas. No
entanto, o padrao da expressao de polipeptidos e a secrecao
varia desde etapas mitdticas até etapas pds-mitdticas. Os
polipeptidos respectivos ainda estao a ser analisados.
Veja-se, e.g., Francz, Eur. J. Cell. Biol. 60: 337-45
(1993).

A molécula biologicamente activa ¢é pelo menos um
factor angiogénico, pelo menos um factor de crescimento/
/citogquina ou uma combinagdo pelo menos de um factor
angiogénico e pelo menos um factor de crescimento/
/citoquina. Como exemplos de moléculas biologicamente
activas adequadas refere-se, mas sem que 1isso constitua
gqualquer limitacdo, factor de crescimento epidermal-familia
de factores de crescimento (EGF) ; factor alfa de
crescimento transformante (TGE alfa); factor de crescimento
de hepatdcitos (HGF/SF); factor de crescimento epidermal de
ligagao a heparina (EGF); factor de <crescimento de
fibroblastos Dbasico (bFGF) ; factor de <crescimento de

fibroblastos acidico (aFGF); outros factores de crescimento

de fibroblastos (FGF) ; factor de crescimento de
queratindcitos (KGF) ; factores de crescimento
transformantes (TGF) P1 e B2; factor de <crescimento

transformante (TGF) PB3; factor de crescimento proveniente
de plaquetas (PDGF); factor de <crescimento endotelial
vascular (VEGF) ; factor de necrose tumoral (TNF) ;

interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-06); outros



membros da familia de interleucina/citoquina; factor I de
crescimento de tipo insulina (IGF-1); factor 1 estimulador
de coldénias (CSF-1); e factor estimulador de coldnias de
granulécitos macréfagos (GM-CSF).

De acordo com variantes preferidas, a matriz
extracelular ou o material de matriz é seleccionado entre o
conjunto constituido por fibrina, cola de fibrina,
fibrinogénio e esferas de fibrina.

De acordo com outra variante, os tipos de célula sao
mitoticamente inactivados, v.g., induzidos para diversas
etapas de diferenciagao. Por exemplo, esta inactivacao
mitética pode ser efectuada por meio da administracao de
mitomicina C ou de outros inibidores mitdéticos com base
quimica, por irradiagao com raios vy, por irradiagao com
raios X e/ou por irradiagado com luz UV.

De acordo com outra variante, os tipos de célula sao
imortalizados wutilizando pelo menos um dgene/polipeptido
seleccionado entre o conjunto constituido pelos produtos
125 e 13S de genes EIA de adenovirus, hTERT, antigénio T
pequeno SV40, antigénio T grande SV40, virus do papiloma E6
e E7, virus de Epstein-Barr (EBV), antigénio-2 nuclear de
FEpstein-Barr (EBNA2), virus-1 de leucemia de células T
humanas (HTLV-1), HTLV-1-tax, Herpesvirus saimiri (HVS),
mutante pb53, myc, c¢-jun, c¢-ras, c¢-Ha-ras, h-ras, v-src, cCc-
fgr, myb, c-myc, n-myc e MdmZ.

Ainda de acordo com outras variantes, os tipos de
célula sao geneticamente manipulados para segregarem uma ou
varias moléculas biologicamente activas, tais como pelo
menos um factor angiogénico, pelo menos um factor de
crescimento/citoquina ou uma combinacdo pelo menos de um

factor angiogénico e pelo menos um factor de
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crescimento/citoquina. Esta secrecdo pode ser constitutiva
ou pode ser controlada por permuta de genes.

A invengao proporciona ainda a composigao para a
regeneragao de tecidos, conforme definida nas
reivindicag¢des, para utilizacao na regeneragao de tecidos,
em que a composicado para a regeneragao de tecidos é
administrada por via toépica a um local de ferida a um
paciente que necessite de um tal tratamento.

De acordo com diversas variantes, a invencgao também
proporciona a composicao para a regeneragao de tecidos,
conforme descrita nas reivindicagdes, para utilizag¢ao no
tratamento de feridas por meio da administracao das
preparacgdes de células de acordo com a invengao a um local
de ferida num paciente que necessite de tratamento de
feridas. A preparacao de células de acordo com a invencao
pode ser administrada localmente num local de ferida num
paciente para induzir temporariamente a regeneragao de
tecidos por interaccgao bioldgica com 0s tecidos
envolventes. A preparacao de células de acordo com a
invengdo devera ser administrada por pulverizacdao dos
componentes no local de ferida do paciente para induzir
temporariamente a regeneragao de tecidos por interaccao
bioldégica com os tecidos envolventes. A preparacgao de
células pulverizada pode causar a formacao de uma matriz no
local de ferida.

De acordo com diversas variantes, estes tipos de
células sao fibroblastos diferenciados e queratindcitos, e
a molécula biologicamente activa é pelo menos um factor
angiogénico, pelo menos um factor de crescimento/citoquina
ou uma combinacdao pelo menos um factor angiogénico e pelo

menos um factor de crescimento/citoquina. De acordo com
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outras variantes, 0s tipos de célula podem ser
mitoticamente incativados por meio da administragao de
mitomicina C ou de outros inibidores mitdéticos com base
quimica, por irradiagao com raios vy, por irradiagao com
raios X ou por irradiagao com luz UV.

De acordo com outras variantes, os tipos de célula sao
imortalizados wutilizando pelo menos um dgene/polipeptido
seleccionado entre o conjunto constituido pelos produtos
125 e 135S de genes EIA de adenovirus, hTERT, antigénio T
pequeno SV40, antigénio T grande SV40, virus do papiloma E6
e E7, virus de Epstein-Barr (EBV), antigénio-2- nuclear de
Epstein-Barr (EBNA2), virus 1 de leucemia de células T
humanas (HTLV-1), HTLV-1-tax, Herpesvirus saimiri (HVS),
mutante pb53, myc, c¢-jun, c¢-ras, c¢-Ha-ras, h-ras, v-src, cCc-
fgr, myb, c-myc, n-myc e MdmZ.

De acordo <com outro aspecto, a presente invengao
proporciona um estojo que compreende uma preparagao de
células para a regeneragao de tecidos, conforme definida
nas reivindicacgdes 1 a 7.

A inactivagao mitdética de células pode ser efectuada
por administragao de mitomicina C ou de outros inibidores
mitéticos quimicamente associados, por irradiacdo com raios
Y, por irradiagao com raios X ou por irradiagao com luz UV.
De acordo com diversos aspectos, os tipos de c¢élula sao
imortalizados utilizando pelo menos um dos seguintes: os
produtos 125 e 13S de genes EIA de adenovirus, antigénio T
pequeno de SV40, antigénio T grande de SV40, virus do
papiloma E6 e E7, virus de Epstein-Barr (EBV), antigénio 2
nuclear de Epstein-Barr (EBNA2), virus 1 de leucemia de

células T humanas (HTLV-1), HTLV-1 tax, Herpesvirus saimiri
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(HVS), mutante pb53, myc, c¢—-jun, c-ras, c—-Ha-ras, h-ras, v-
src, c-fgr, myb, c-myc, n-myc e MdmZ2.

Os tipos de célula podem segregar naturalmente uma ou
varias moléculas biologicamente activas ou podem ser
geneticamente manipulados para segregar um nivel exdgeno de
uma ou varias moléculas biologicamente activas. A secrecgao
pode ser controlada por permuta de genes ou pode ser
constitutiva. De acordo com uma variante, o primeiro
componente contém fibrinogénio. De acordo com outra
variante, o primeiro componente contém fibrinogénioc e o
segundo componente contém entre cerca de 1 x 10° células/ulL
e cerca de 50 x 10° células/uL. o segundo componente também
contém trombina e pode conter, facultativamente, um
crioprotector, tal como uma solugao de glicerol a 10%, uma
solugao de glicerol a 15% e uma solucao de 15% de glicerol
e 5% de albumina do soro humana.

De acordo com um outro aspecto, a invengdo proporciona
a composigao para a regeneracgao de tecidos, conforme
definida nas reivindicag¢des, para utilizagao na regeneracao
de tecidos num local de uma ferida e num paciente que
necessite de tratamento. Esta utilizacao compreende o0s
passos que consistem em proporcionar um primeiro componente
que contém uma matriz extracelular ou um material de matriz
que contém fibrinogénio; proporcionar um segundo componente
gque contém entre cerca de 1 x 10° células/uL e cerca de 50
x 10° células/uL e trombina, em gque as células gque segregam
uma ou varias moléculas biologicamente activas sao
alogeneicas, inactivadas e sao gueratindcitos e
fibroblastos que combinam o) primeiro e o) segundo

componentes para formar uma preparacao de células adequada
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para a regeneracao de tecidos; e administrar a preparacao
de células ao local da ferida.

De acordo com uma variante, o primeiro e segundo
componentes sao aplicados por via tépica ao local da
ferida. O primeiro componente pode ser aplicado ao local da
ferida antes ou apds a aplicacao do segundo componente. De
acordo com outra variante, o primeiro e segundo componentes
sdao pulverizados sobre o local da ferida. De preferéncia, o
primeiro componente ¢é pulverizado sobre o local da ferida
antes da pulverizagao do segundo componente sobre o local
da ferida. O primeiro e segundo componentes podem ser
combinados no local da ferida ou entao podem ser combinados
antes de atingir o local da ferida.

De acordo com uma variante, o segundo componente pode
conter, facultativamente, um crioprotector, incluindo, mas
sem que 1isso constitua qualquer limitacao, uma solugao de
glicerol a 10%, uma solugao de glicerol a 15% e uma solucgao
com 15% de glicerol e 5% de albumina do soro humana.

De acordo com outro aspecto, a invengao compreende uma
preparacao de células para regeneracao de tecidos que
contém uma matriz extracelular ou um material de matriz que
contém fibrinogénio misturado com um segundo componente que
contém entre cerca de 1 x 10° células/pL e cerca de 50 x
10° células/uL e trombina, em que as células que segregam
uma ou varias moléculas biologicamente activas (tais como
pelo menos um factor angiogénico, pelo menos um factor de
crescimento/citoquina ou suas combinagdes) sdo alogeneicas
e mitoticamente inactivadas e sao seleccionadas entre o
conjunto constituido por células de estroma, células
epiteliais/especificas de dérgaos e células provenientes do

sangue.
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Estes tipos de células podem ser fibroblastos
diferenciados e queratindécitos. A preparagao de células
resultante pode encontrar-se sob a forma de uma pasta. De
acordo com diversas variantes, a matriz extracelular ou
material de matriz pode ser fibrina, cola de fibrina,
fibrinogénio, esferas de fibrina.

A inactivacdo mitética de células pode ser efectuada
por meio de administragao de mitomicina C ou de outros
inibidores mitdéticos gquimicamente associados, por
irradiagao com raios vy, por irradiagao com raios X ou por
irradiagao com luz UV. De acordo com diversas variantes, os
tipos de células sao imortalizados utilizando pelo menos um
dos seguintes: os produtos 12S e 135S dos genes EIA genes de
adenovirus, hTERT, antigénio T pequeno de S$SV40, antigénio T
grande de 3SV40, virus do papiloma E6 e E7, virus de
Epstein-Barr (EBV), antigénio 2 nuclear de Epstein-Barr
(EBNA2), virus 1 de leucemia de células T humanas (HTLV-1),
HTLV-1 tax, Herpesvirus saimiri (HVS), mutante pb3, myc, c-
jun, c¢-ras, c¢—-Ha-ras, h-ras, v-src, c¢-fgr, myb, c-myc, n-
myc e MdmZ2.

Os tipos de células podem segregar naturalmente uma ou
varias moléculas biologicamente activas ou entdo podem ser
geneticamente manipulados para segregarem um nivel exdgeno
de uma ou varias moléculas biologicamente activas. A
secregcao pode ser controlada por permuta de genes ou pode
ser constitutiva. De acordo com uma variante, o segundo
componente pode conter, facultativamente, um crioprotector,
incluindo, mas sem que 1isso constitua qualquer limitacgao,
uma solugao de glicerol a 10%, a uma solugao de glicerol a
15% e uma solugao de 15% de glicerol e 5% de albumina do

SOro humana.
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A invencao também proporciona a utilizacao de tais
preparagdes de células proporcionando o primeiro e o0
segundo componentes, combinando o primeiro e o segundo
componentes e administrando a preparacao de células
resultante ao local da ferida. De acordo com diversas
variantes, os componentes podem ser administrados por via
tépica ao local da ferida no paciente ou entao podem ser
pulverizados sobre o local da ferida. No caso de se
utilizar uma administracao por pulverizacgao, entao o
primeiro e o segundo componentes podem ser combinados sobre
o local da ferida ou podem ser combinados antes de
atingirem o local da ferida.

De acordo com outro aspecto, o primeiro e o segundo
componentes dos estojos da 1invengao sao crioconservados
antes do seu envio e subsequentemente descongelados antes
da sua utilizagao. cada componentes pode estar contido num
recipiente separado que possui uma tampa de rosca
removivel, em gue o recipiente é estéril e é preparado de
um material resistente a temperaturas baixas e em gue a
tampa removivel pode ser substituida com wuma bomba de
pulverizacao apds o descongelamento do primeiro e do
segundo componentes, antes da utilizagao. De acordo com
outra variante, a bomba de pulverizagao administra um
volume aproximadamente de 130 uL por pulverizagao. Como
materiais adequados resistentes a temperaturas baixas
refere-se, mas sem gque 1sso constitua qualquer limitacgao,
vidro, polipropileno, polietileno e acetato de etileno-
vinilo (EVA). De acordo com algumas variantes, cada
recipiente pode possuir uma espessura de parede
aproximadamente de 0,8 mL e pode suportar um volume de

processamento aproximadamente de 2 mL do primeiro e do
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segundo componentes. De acordo com outra variante, os
recipientes sao fechados estanquemente numa bolsa ou num
contentor antes da crioconservacao, em gue a bolsa ou o
contentor sao fabricados num material capaz de suportar
temperaturas compreendidas entre -80°C e -160°C e em que a
bolsa ou contentor protege o primeiro e segundo componentes
de contaminagcao durante a crioconservagao, armazenamento e
subsequentemente descongelamento. De preferéncia, a bolsa é
a prova de agua e possuir um elevado desempenho de
barreira.

Salvo quando especificados de outro modo, todos os
termos técnicos e cientificos aqui utilizados possuem as
significagdes normalmente utilizadas, as quais sao
conhecidas pelos especialistas na matéria, a qual pertence
a presente invengao. Embora possam ser utilizados métodos e
materiais 1idénticos ou equivalentes aos agqui descritos na
pratica ou em testes da presente invencadao, os métodos e
materiais adequados sao a seguir descritos.

Outras caracteristicas e vantagens da 1invencao irao
ser evidentes a partir da descrigao minuciosa e

reivindicag¢gdes seguintes.

DESCRIQAO ABREVIADA DAS FIGURAS

A fig. 1 representa um histograma dque mostra os
resultados de uma andlise de proliferagao de células BrdU
de fibroblastos primarios humanos apds 15 e 30 dias em
cultura e apds irradiagao gama.

A fig. 2 representa um histograma que mostra a
aderéncia de fibroblastos primarios humanos a um prato de

petri, apds tratamentos com radiagao gama.
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A fig. 3 representa um quadro gue mostra os resultados
dos testes de diluicbes O¢ptimas de trombina e de
fibrinogénio para a formulagao de uma pulverizacgdo aplicada
a uma matriz de cola de fibrina.

A fig. 4 representa um histograma que comparar a
quantidade de factores de crescimento segregados pelas
matrizes de células quando sao pulverizadas diferentes
doses de células em cavidades individuais de uma placa de
cultura com 24 cavidades. A figura também mostra as
quantidades de secrecao de factor de crescimento quando a
matriz de fibrina gque contém as células € preparado por
pipetagcao simples (administrag¢dao nao pulverizada) de
fibrinogénio e trombina + suspensdes de células em
conjunto.

As figs. 5a e S5b representam histogramas que
demonstram que a mistura de gueratindécitos e fibroblastos
pulverizados em diferentes proporgdes, mantendo constante o
numero total de células, proporciona caracteristicas de
secregao de factor de crescimento variaveis.

As figs. 6a e 6b representam fotografias dos novos
recipientes wutilizados para distribuir e administrar a
preparacgao de células da invencao. A fig. 6a representa um
corte transversal do recipiente. A fig. 6b representa um
desenho a trés dimensdes do exterior do recipiente, o qual
é concebido para suportar um volume de processamento de 2
mL do componente.

A fig. 7 representa um histograma que comparar a
secrecao de factor de crescimento de células armazenadas
durante uma semana a -160°C versus células armazenadas a -
80°C, wutilizando uma solugcao de glicerol a 10% como

crioprotector.
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A fig. 8 representa um histograma que compara a
secregao de factor de crescimento por células armazenadas
durante uma semana a -80°C, em 10% de glicerol versus 15%
de glicerol.

A fig. 9 representa um histograma dque compara a
secrecao de factor de crescimento por células armazenadas
durante uma semana a -80°C em 15% de glicerol versus 15% de
glicerol + 5% de HSA.

A fig. 10 representa um histograma 9que mostra a
secregao dos factores de crescimento GM-CSF e VEGE pelas
preparacgdes de células preparadas a produgdes diferentes
apdés uma, dquatro, oito ou doze semanas de armazenamento a
-80°C. Nesta experiéncia, o0s componentes da preparacao de
células forma congelados utilizando uma solugao de 15% de
glicerol + 5% de albumina do SOro humana como
crioprotector.

A fig. 11 representa um histograma gque mostra a
secregao de factor de crescimento por preparagdes
congeladas de células, armazenadas deste modo durante uma
semana a -80°C. Sao apresentados os resultados de diversas
proporgdes entre queratindcitos:fibroblastos e também o

numero de células.

DESCRIGCAO MINUCIOSA DA INVENGAO

A cura de feridas constitui um processo complexo dque
envolve mediadores solUveis, células sanguineas, matriz
extracelular e c¢élulas parenquimais. A cura de feridas
compreende trés fases - a fase de inflamagao, a fase de
formagcao de tecido e a fase de remodelacao de tecido. Estas

fases podem estar sobrepostas ao longo do tempo.
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De um modo geral, uma lesao no tecido provoca a
ruptura dos vasos sanguineos e d& origem a uma extravasao
dos constituintes do sangue. A coagulacao do sangue auxilia
o0 restabelecimento de hemostase e proporciona uma matriz
extracelular proviséria para a migracao de células para a
ferida. No local da ferida, as plaguetas (trombdcitos)
facilitam a formacdo de uma camada hemostatica e também
segregam diversos mediadores do processo de cura de
feridas. Estes mediadores compreendemn, por exemplo,
moléculas tais como factor de crescimento proveniente de
plaquetas, dque atraem e activam mondcitos e fibroblastos.

Logo apds a lesao, os neutrédfilos infiltram-se na
ferida e limpam a ferida de particulas e bactérias
exdégenas. Os neutrdfilos sao entao extrudidos com as
escaras ou sofrem fagocitose por macrdéfagos. Os mondcitos
também infiltram a ferida em resposta a gquimiocatractores
especificos, tais como fragmentos de proteinas da matriz
extracelular, factores B de crescimento transformante, da
proteina 1 quimioatractora de mondcitos, e subsegquentemente
tornam-se macréfagos activados. Estes macrdéfagos activados
libertam factores de c¢rescimento, tais como factor de
crescimento proveniente de plaquetas e factor de
crescimento endotelial wvascular, os gquais dao inicio a
formagao de tecido de granulacgdo. Os macréfagos ligam-se
por meio dos seus receptores de integrina a proteinas na
matriz extracelular. Esta ligagao estimula a fagocitose de
quaisqguer microrganimos, bem como de fragmentos de matriz
extracelular.

Os mondécitos, estimulados pela aderéncia a matriz
extracelular, também sofrem metamorfose em macrdéfagos

inflamatdérios. Esta aderéncia a matriz extracelular induz a
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expressao, pelos monbécitos e macréfagos, do factor 1
estimulador de coldénias, do factor B de necrose tumoral e
do factor de crescimento proveniente de plaquetas. Outras
citoquinas importantes expressas pelos mondécitos e
macréfagos sao o factor o de crescimento transformante,
interleucina-1, factores R 1-3 de crescimento
transformantes e factor 1 de crescimento de tipo insulina.
Cré-se que o0s factores de crescimento provenientes de
mondécitos e de macrdéfagos sao necessdarios para o inicio e
para a propagacgao da nova formagao de tecido em feridas.

Horas apds a lesao, tem inicio a re-epitelializacao da
ferida. Os queratindcitos provenientes das extremidades da
ferida, bem como de apéndices de pele residuais, tais como
foliculos pilosos, sofrem alteracgoes notérias nos
fendétipos, incluindo re-atracgao dos tonofilamentos
intracelulares, dissolugao da maior parte dos desmossomas
intercelulares e formacgao de filamentos de actina
citoplasmica periféricos. Além do mais, as ligagdes
hemidesmossdémicas entre os queratindécitos e a membrana da
base epidermal sao dissolvidas, permitindo o movimento dos
queratindécitos.

Decorridos alguns dias apds a lesao, os queratindcitos
nas margens da ferida comecam a proliferar para além das
células migratérias. Quando esta re-epitelializacao tem
lugar, as proteinas da membrana de base surgem novamente
numa sequéncia ordenada a partir da margem da ferida
passiva. 0Os queratindcitos revertem entdo para o seu
fendétipo normal e ligam-se a membrana de base restabelecida
e a derme subjacente.

Decorridos cerca de quatro dias apds a lesdao, tem

inicio a infiltragdo de novos estromas na ferida. Em
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simultdneo, também se da a infiltracdo de macrdéfagos,
fibroblastos e vasos sanguineos na ferida. 0Os macrdéfagos
proporcionam uma fonte de factores de crescimento que
estimulam a fibroplasia e a angiogénese. 0Os fibroblastos
produzem a nova matriz extracelular que suporta o)
crescimento interno de células. Os novos vasos sanguineos
transportam oxigénio e nutrientes que mantém as células.
Cré-se que os factores de crescimento, em particular o
factor de crescimento proveniente de plaquetas e o factor
Rl de crescimento transformante, estimulam a proliferacgao
dos fibroblastos dos tecidos a volta da ferida. De facto, o
factor de crescimento proveniente de plaquetas demonstrou
acelerar o processo de cura de escaras de pressao crénicas
e de Ulceras diabéticas. O factor de <crescimento de
fibroblastos basico também tem sido utilizado com algum
sucesso para o tratamento de escaras de pressao crodnicas.
No entanto, ha muitos factores que podem provocar uma
cura anormal de feridas. Um exemplo ocorre com uUlceras
diabéticas. Tipicamente, as Ulceras diabéticas exibem
patologias bioquimicas miltiplas que podem dar origem a uma
cura deficiente. Estas uUlceras ocorrem em pacientes gque nao
consegue sentir ou aliviar a pressao cutédnea devido a algum
tipo de neuropatia diabética. Fregquentemente, as Ulceras

diabéticas infectam devido a wuma fungao granulocitica

deficiente e guimiotaxia. Os pacientes com Ulceras
diabéticas também experienciam inflamacéao,
neovascularizacao deficiente, sintese de colagénio

diminuida, niveis aumentados de proteinases e funcgado de
macréfagos defeituosa.
Experiéncias clinicas globais utilizando factores de

crescimento isolados, v.qg., recombinantes, e outros
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mediadores para acelerar o processo de cura de feridas nao
alcangou um grande sucesso, talvez devido ao facto de a
reparacao de feridas ser resultado de um conjunto complexo
de interacgdes entre factores soluveis, elementos
sanguineos formados, matriz extracelular e células. A
combinagao de diversos factores de crescimento em
intervalos cuidadosamente controlados pode promover um
processo de cura de feridas mais eficaz.

A presente invencgao é descrita nas reivindicagdes 1 a
25.

De acordo com uma variante, as células podem
distribuir factores angiogénicos enddgenos ou outros
factores de crescimento. De acordo com outra variante, as
células podem ser geneticamente manipuladas para produzirem
quantidades exdgenas do factor desejado. De preferéncia, as
células sao alogeneicas.

Em particular, os fibroblastos e os queratindcitos tém
demonstrado desempenhar um papel importante no processo de
cura de feridas cutédneas. Estes papéis incluem a migracédo e
proliferagcao de células estimuladoras, a estimulagdo da
produgao de matriz extracelular, a produgao de factores de
crescimento e de citoquinas, a estimulagaoc de angiogénese e
a libertacdo de proteases que dissolvem tecidos nao viaveis
e a barreira de fibrina.

O processo de cura de feridas pode ser promovido pela
utilizacao de factores de crescimento e/ou angiogénicos.
Por exemplo, uma preparagao para a cura de feridas adequada
compreende dois componentes crioconservados, isto ¢&,
fibrinogénio e fibroblastos e queratindécitos alogeneicos
com crescimento interrompido em suspensado em trombina. Apds

o descongelamento, estes componentes sao pulverizados
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sequencialmente sobre a camada de ferida para formar uma
matriz fina de fibrina que contém dois tipos de células
vivas provenientes de pele, mas gque nao proliferam, as
quails, durante diversos dias, produzem interactivamente
factores de crescimento e angiogénicos relevantes para o

processo de cura de feridas (v.g., VEGF, GM-CSF, DbFGF,

KGEF) .

As células podem ser 1imortalizadas ou podem ser
culturas de células primarias. As células podem ser
imortalizadas por qualquer método conhecido pelos
especialistas na matéria. Uma abordagem comum para o

alargamento do periodo de vida de células é a transferéncia
de um virus ou de um plasmideo que contém um ou varios
gentes 1imortalizadores. A imortalizagao de células faz
aumentar o periodo de vida de uma célula, sendo a linhagem
de células resultante capaz de ser passada muito mais vezes
do gue as células originais. Os genes imortalizadores sao
bem conhecidos na especialidade. Veja-se, v.g., Katakura et
al., Methods Cell Biol. 57: 69-91 (1998). Como proteinas ou
polipeptidos imortalizadores refere-se, mas sem que 1sso
constitua qualquer limitagao, os produtos 12S e 13S de
genes EIA de adenovirus genes, antigénios T pequenos ou
grandes de 8V40, virus do papiloma E6 e E7, virus de
Epstein-Barr (EBV), antigénio 2 nuclear de Epstein-Barr
(EBNA2), virus 1 de leucemia de células T humanas (HTLV-1),
HTLV-1 tax, Herpesvirus Saimiri (HVS), mutante pb3 e as
proteinas de oncogenes, tais como myc, c¢-jun, c-ras, c-Ha-
ras, h-ras, v-src, c-fgr, myb, c-myc, n-myc e MdmZ. Além
disso, as células podem ficar espontaneamente
imortalizadas. Uma estratégia de imortalizacdo preferida

consiste na transferéncia de um gene que codifica
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telomerase-transcriptase inversa (TERT) na célula, de um
modo tal que TERT seja expressa de um modo estdavel ou
transiente dando assim origem a expressdo da actividade de
telomerase. A actividade de telomerase, dgquando expressa em
células somaticas normais, pode dar origem ao alongamento
das pontas ou das tampas protectoras de cromossomas,
designadas por teldmeros, dando assim origem a aptidao das
células que expressam telomerase de se tornarem
imortalizadas sem serem transformadas (veja-se Jiang, et
al., Nature Genetics 21: 111-14 (1999) e Morales, et al.,
Nature Genetics 21: 115-18 (1999)).

Os teldmeros sao estruturas especializadas nas
extremidades de cromossomas eucaridéticos e que parecem
actuar na estabilizacao, posicionamento e replicagao de
cromossomas. Veja-se Blackburn e Szostak, 53 Ann. Rev.
Biochem. 163-194 (1984); Zakian, 23 Ann. Rev. Genetics 579-
604 (1989); Blackburn, 350 Nature 569-573 (1991). Em todos
os vertebrados, os teldmeros sao constituidos por centenas
de repetigbdes em fila da sequéncia b5’'-TTAGGG-3’ e de
proteinas associadas. Veja-se Blackburn, 350 Nature 569-573
(1991),; Moyzis et al., 85 Proc. Natl. Acad. Sci. 6622-6626
(1988). A analise de ‘Southern Dblot’ de fragmentos de
restricao do terminal de cromossomas (TRF) proporciona os
comprimentos compdsitos de todos 0s teldmeros numa
populacao de células. Veja-se Harley et al., 3445 Nature
458-460 (1990); Allsopp et al., 89 Proc. Natl. Acad. Sci.
UsSA 10114-10118 (1992); Vaziri et al., 52 Am. J. Human
Genetics 661-667 (1993). Em todas as células somaticas
normais examinadas até a data, a analise por TRF demonstrou
gue os cromossomas perdem cerca de 50 a 200 nucledtidos da

sequéncia telomérica por divisao de célula, o que ¢é
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consistente com a inaptidao de polimerase de ADN para
replicar ADN linear para as extremidades. Veja-se Watson,
239 Nature New Biology 197-201 (1972).

Este encurtamento dos teldmeros foi proposto como o
relégio mitdético pelo qual as células contam as suas
divisbes (veja-se Harley, 256 Mut. Res. 271-282 (1991)), e
teldémeros suficientemente curtos podem constituir o sinal
para a senescéncia replicativa em células normais. Veja-se
Hastie et al., 346 Nature 866-868 (1990); Lindsey et al.,
256 Mut. Res. 45-48 (1991); Wright e Shay, 8 Trends
Genetics 193-197 (1992). Pelo contrario, a mailoria de
células imortais examinadas até a data ndo apresentaram uma
perda liquida no comprimento ou na sequéncia do teldmero
com as divisdes de células, o0 gue sugere gue a manhutencgao
dos teldmeros € necessaria para que as células escapem de
senescéncia replicativa e proliferem indefinidamente. Veja-
se Counter et al., 11 EMBO 1921-1929 (1992); Counter et
al., 91 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2900-2940, 199%94).

A telomerase, uma polimerase de ADN de
ribonucleoproteina Unica, é a Unica enzima que se sabe que
sintetiza ADN telomérico nas extremidades cromossémicas,
utilizando como matriz uma sequéncia contida no componente
ARN da enzima. Veja-se Greider & Blackburn, 43 Cell 405-413
(1985); Greider & Blackburn, 337 Nature 331-337 (1989); Yu
et al., 344 Nature 126-132 (1990); Blackburn, 61 Ann. Rev.
Biochem. 113-129 (1992). No gue diz respeito a células e
tecidos humanos, a actividade de telomerase foi
identificada em 1linhagens de <c¢élulas imortais e no
carcinoma do ovario, mas nao foi detectada em estirpes de
células mortais ou em tecidos normais de linhagem nao

germinal. Veja-se Morin, 59 Cell 521-529, 1989. Em conjunto
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com analise de TRF, estes resultados sugerem dque a
actividade de telomerase estd directamente implicada na
manutencao de teldmeros, o qual 1liga esta enzima a
imortalidade das células.

A expressao do componente catalitico de telemorase
humana (hTERT) foi recentemente estudada em células
somaticas. Veja-se Jiang, et al., 21 Nature Genetics 111-
114 (1999). A expressdo de telomerase em células somaticas
normais nao parece induzir alteragdes associadas a um
fendétipo maligno, tais como controlo anormal do crescimento
ou transformagcao oncogénica. A auséncia de alteragdes
associadas ao cancro também foi descrita em fibroblastos
humanos imortalizados com telomerase. Veja-se Morales, et
al., 21 Nature Genetics 115-118 (1999). Demonstrou-se que a
introdugao de telomerase em células somaticas humanas
normais nao provoca a transformagao do crescimento, nao
contorna os postos de controlo induzidos pelo ciclo celular
e nao provoca instabilidade gendmica destas células. Também
foram ja descritos métodos para detectar a actividade de
telomerase, bem como para i1dentificar compostos ou
polipeptidos gque regulam ou dque afectam a actividade de
telomerase, em conjunto com métodos para terapia ou
diagnéstico de senescéncia celular e de imortalizacgao por
meio do controlo ou de medicdo do comprimento de teldmero e
a actividade de telomerase (veja-se o0 pedido de patente de
inveng¢do internacional PCT n® WO 93/23572). A identificacgéo
de compostos que afectem a actividade de telomerase
proporciona beneficios importantes para os esforgos no
tratamento de doencas de seres humanos.

As células de acordo com a invengao também podem ser

geneticamente manipuladas para produzir uma ou varias
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moléculas biologicamente activas, de um modo tal gque as
moléculas sejam constitutivamente segregadas pelas células.
A expressao “constitutivamente segregadas” designa que a
molécula biologicamente activa desejada ¢é continuamente
expressa pelas células ou gque o gene ¢é continuamente
expresso. Em alternativa, as células podem ser
geneticamente manipuladas de um modo tal dgque a sua
expressao seja controlada por permuta de genes.

Tal como aqgqui utilizadas, as expressdes “permuta de
genes” e “permutacédo de genes” designa métodos para regular
a expressao de genes. Em particular, a expressao de uma
proteina codificada por um gene é controlada pela
interaccao de determinadas proteinas reguladoras,
designadas como proteinas de ligagdo ao ADN, com um regiao
localizada a jusante do gene. Na regiao do promotor, estao
localizados diversas regides do operador dque contém uma
sequéncia de oligonucledétido especifico a gqual estas
proteinas de ligagdo ao ADN se ligam especificamente. Estas
proteinas podem dar origem a activacdo ou a repressao da
expressao de genes. Assim, estas controlam a expressao
regulada de genes.

A  proteina reguladora ¢é codificada por um gene
regulador localizado numa outra parte do cromossoma. A
interacgao entre o regulador e o operador ¢é afectada pela
presenga ou pela auséncia de factores quimicos particulares
(indutores). Assim, em circunsténcias normais o regulador ¢é
expresso, ligando desse modo o operador e 1inibindo a
expressao do gene, até existir uma necessidade da proteina
particular codificada pelo gene, indicada pelo surgimento

no meio ambiente de um indutor especifico que interactue
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com o regulador para inibir a ligagao ao operador,
permitindo assim a expressao do gene.

Por exemplo, uma enzima que actue sobre uma molécula
de agUlcar nao € necessaria salvo quando o aglUcar esta
presente e, assim sendo, na auséncia do agucar, o gene
regulador que expressa a proteina reguladora, que liga o
gene operador e 1inibe a expressao da enzima. O proéprio
aguicar actua como indutor, o qual interactua entao com o
regulador para evitar a sua ligagao ao operador, permitindo
assim a expressao da enzima. A digestdao do agucar pela
enzima remove-o do ambiente, permitindo que o regulador
volte ao seu modo normal e actue normalmente para inactivar
a expressao da enzima.

Um tal mecanismo regulador pode ser considerado um
arranjo de permuta, o qual permuta a expressaoc do gene
entre ligada e nao ligada conforme ditado pelo contetdo
quimico do ambiente. Os sistemas de permuta de gene deste
tipo s&o melhor descritos em Dbactérias e muitas das
proteinas e dos seus localis de ligagcao a ADN alvo sao
conhecidos com detalhes consideraveis. As  proteinas
reguladoras ligam-se normalmente como dimeros aos
operadores, que exibem uma simetria dupla. A especificidade
da interaccgado entre regulador/promotor ¢ determinada pela
sequéncia de interaccao especifica de aminoacidos
especificos do regulador com o operador ADN. Em alguns
sistemas, as interacgbes foram submetidas a analises
bioquimicas pormenorizadas, bem como a cristalografia de
raio-X de elevada resolucgao. A classe melhor caracterizada
de proteinas de 1ligagcao a ADN exibe um motivo hélice-
espiral-hélice comum com algum grau de homologia de

sequéncia de aminodcidos. E claro que o dominio de ligacéo
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a ADN critico do regulador esta contido na regido hélice-
espiral-hélice.

Em eucariotas, demonstrou-se que o controlo da
expressao de genes também é regulado pela interaccao de
factores de proteinas especificos de ligagdao a sequéncias
de ADN junto a regido promotora dos genes. Forma isolados
diversos factores a partir de leveduras e de células de
mamiferos e demonstrou-se gue estas interagem com motivos
de sequéncias especificas de um modo especifico da
sequéncia i1déntico ao observado em sistemas bacterianos. A
caracterizacao de alguns destes factores revelou um novo
motivo “dedo”, o qual pode estar implicado na ligagao
especifica de sequéncias de proteinas.

Além do mais, demonstrou-se que a expressao de genes
eucaridéticos pode ser controlada por meio da utilizacao de
moléculas repressoras bacterianas em células eucaridticas.
Nestas experiéncias, sequéncias de operador Dbacterianas
foram inseridas junto aos promotores de genes de mamiferos.
Foram criadas linhagens de células gque expressam O
repressor bacteriano. O controlo da expressao dos genes
eucaridéticos alvo com insercgdes de operador por moléculas
repressoras fol demonstrado utilizando ensaios de expressao
transiente. Nestas experiéncias nao fol demonstrada apenas
a repressao da expressao do gene pelo repressor lac mas
também a indugao da expressao do gene, 1isto ¢é, alivio de
repressao, utilizando IPTG (isopropil-tiogalactdsido).

Assim sendo, o conhecimento detalhado e manipulagao de
ADN/interaccgbes de proteinas bacterianas podem ser
utilizados para controlar a expressao em culturas de

células de mamiferos. As técnicas de permuta de genes
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encontram-se descritas, por exemplo, na patente de invencao
norte-americana n° 6,010,887.

Serd evidente para os especialistas na matéria que ha
outros métodos de regulagao da permuta de genes gue também
podem ser utilizados nos métodos e composigdes da invencgao.

As células podem ser geneticamente manipuladas para
segregarem uma ou varias moléculas biologicamente activas,
incluindo, mas sem gque isso constitua qualquer limitacgao,
uma ou varias c¢itoquinas, factores de <crescimento e/ou
factores angiogénicos, ou uma sua combinacdo. Como exemplos
de tais moléculas biologicamente activas refere-se as

apresentadas no quadro 1.

Quadro 1

Citoquina Fonte principal | Células alvo e/ou efeitos

principais

Factor de Plaquetas Motilidade e proliferacao
crescimento de células pleiotrédpicas

epidermal (EGF)
Factor "alfa" de Macrdéfagos, Motilidade e proliferacao
crescimento células de células pleiotrédpicas
transformante epidermais
(TGFw)

Factor de Macrdéfagos Motilidade e proliferacao
crescimento de células pleiotrdpicas
epidermal de

ligacao a heparina
Factor de Macréfagos, Angiogénese e
crescimento de células proliferacao de
fibroblastos basico endoteliais fibroblastos
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Citoquina Fonte principal | Células alvo e/ou efeitos
principais
Factor de Macrdéfagos, Angiogénese e
crescimento de células proliferacao de
fibroblastos endoteliais fibroblastos
acidico
Factor de Fibroblastos Motilidade e proliferacao
crescimento de de células epidermais
queratindcitos
Familia do factor B Fibrose e resisténcia a
de crescimento traccao aumentada
transformante
(IGFR)
Factores Bl e B2 de Plaquetas, Motilidade de células
crescimento macréfagos epidermais, quimiotaxia
transformante de macrdéfagos e
(TGFBl e TGFpR2) fibroblastos, sintese e
remodelacao da matriz
extracelular
Factor B3 de Macrofagos Efeitos anti-escaras
crescimento
transformante
(TGEFB3)
Factor de Plaquetas, Proliferacao e
crescimento macrdéfagos, quimioatraccgao de
proveniente de células fibroblastos,
plaquetas (PDGF) epidermais quimioatraccao e
activacao de macrdfagos
Factor de Células Angiogénese e
crescimento epidermais, permeabilidade vascular

endotelial vascular

(VEGF)

macrdéfagos;
células

endoteliais

aumentada
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Citoquina Fonte principal | Células alvo e/ou efeitos
principais
VEGF A Células Migracao de células
endoteliais de endoteliais e formacao de
vasos sanguineos vasos sanguineos
VEGF B Células Migracao de células
endoteliais de endoteliais e formacao de
vasos sanguineos vasos sanguineos
VEGF C Células Migracao de células
endoteliais de endoteliais e formacao de
vasos linfaticos vasos linfaticos
VEGF D Células Migracao de células
endoteliais de endoteliais e formacdo de
vasos linfdticos vasos linfaticos
Factor “alfa” de Neutrdfilos Expressao pleiotrépica de
necrose tumoral factores de crescimento
(TNFo)
Interleucina-1 (IL- Neutréfilos Expressao pleiotrépica de
1) factores de crescimento
Factor I de Fibroblastos, Re-epitelializacao e
crescimento de tipo células formacdo de tecido de
insulina epidermais granulacao
Factor 1 Células Activacao de macrdéfagos e
estimulador de multiplas formacao de tecido de
coldédnias (CSF-1) granulacéao
Factor estimulador Células Activagao de macréfagos e
de coldénias de miltiplas formacao de tecido de

granuldcitos e de

macréfagos (GM-CSF)

granulac¢ao

Na coluna 1 do quadro 1 sao apresentados os nomes de

moléculas

biologicamente

activas

adequadas. A

coluna

2

mostra a fonte principal da molécula bioclogicamente activa
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particular. Por Ultimo, a coluna 3 mostra as células alvo
e/ou o0s efeitos principais da molécula biologicamente
activa apresentada.

Os fibroblastos e gueratindcitos segregam naturalmente
um vasto conjunto de factores de crescimento e de
citoquinas. No guadro 2 é apresentado um resumo da secregao

de diversas proteinas.

Quadro 2
Citoquinas Queratindcitos | Fibroblastosos
Angiopoietina Sim Sim
EGF Sim Sim
Endotelina Sim Nao
FGF Sim Sim
FGEF-7/KGF Sim Sim
IFN-o/B Nao Sim
IGF-1 Nao Sim
IL-1R3 Sim Sim
IL-6 Sim Sim
IL-8 Sim Sim
IL-18 Sim Nao
MCP-1 Nao Sim
MIP-1x Nao Sim
MIP-2 Nao Sim
PDGF Nao Sim
SLPI Sim Nao
TGF -« Sim Sim
TGF-Bs Sim Sim
TNF - Sim Sim
VEGF Sim Sim
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(Veja-se Singer, A. e Clark, R. (1999) “Cutaneous
Wound Healing”, The New England Journal of Medicine 341:
738-746) .

O controlo da distribuicdao da molécula biologicamente
activa segregada pode ser alcancado por qualquer método
conhecido pelos especialistas na matéria. Por exemplo, a
expressao de multiplos produtos génicos pode ser controlada
por um sistema promotor individual. Em alternativa, a
expressao de multiplos produtos génicos pode ser controlada
por sistemas de promotor multiplos, em que cada sistema de
promotor regula quer constitutivamente quer por permuta de
gene, ou por alguma combinagdo de ambos. Além do mais, o
controlo sobre a secregao de uma molécula biologicamente
activa particular pode ser alcangado por aumento por
externalizagcao da expressao de genes de tipo selvagem.

Ha diversos métodos de transfecgao bem conhecidos para
a introdugao de material genético em células alvo. Estes
compreendem a utilizacao de policatides, tais como DEAE-
dextrano (veja-se McCutchan, et al., J. Natl. Cancer Inst.
41: 351-57 (1968) e Kawaili et al., Mol. Cell. Biol. 4: 1172-
74 (1984)); co-precipitacdo com fosfato de calcio (veja-se
Graham et al., Virology 52: 456-67 (1973)); electroporacao
(veja-se Neumann et al, EMBO J. 7 841-45 (1982));
lipofecgao (veja-se Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84: 7413-17 (1987)); vectores de retrovirus (veja-se
Cepko et al., Cell 37: 1053-62 (1984)); e micro-injeccgao
(veja-se Capecchi et al., Cell 22:479-88 (1980)).

Além disso, sera evidente para em especialista na
matéria que qualquer outro método adequado para distribuir
uma molécula biologicamente activa exdégena nos tipos de

célula também pode ser utilizado de acordo com a invencao.
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Utilizando qualquer um dos métodos de transfeccgao
supramencionados, ¢é possivel alcancar o controlo sobre a
secrecao de diversas moléculas biologicamente activas
usando um qualquer numero de tipos de célula que segreguem
as diversas moléculas biologicamente activas.

Além do mais, os tipos de células da presente invengao
também podem ser mitoticamente activas ou mitoticamente
inactivas. A expressao “mitoticamente activa” é utilizada
para descrever células que sofrem mitose activamente. Pelo
contrario, a expressao “mitoticamente inactiva” é utilizada
para descrever células que ndo sofrem mitose activamente. E
possivel interromper o crescimento de células mitoticamente
inactivas por meio de quaisquer métodos conhecidos na
especialidade. Como exemplo nao limitativo, €& possivel
interromper o crescimento de células por meios quimicos,
tais como, por exemplo, por administragdao de mitomicina C.
além disso, ¢é possivel interromper o crescimento dos tipos
de células por exposicao a luz UV, raios X ou radiacao gama
(y). De acordo com uma variante preferida, interrompe-se o
crescimento dos tipos de células por exposicadao a radiagao
gama. E importante salientar que, vV.g., células de
fibroblastos humanos mitoticamente inactivadas diferenciam
de um modo terminal, alterando assim o padrao de expressao
e secrecgao de polipeptido (Francz, Eur. J. Cell. Biol. 60:
337-45 (1993)). Como um outro exemplo, a diferenciacgao de
gueratindécitos depende normalmente das condigdes de cultura
(incluindo, por exemplo, a composicao do meio de cultura, a
concentragao em ca’ e do factor das células serem mantidas
em cultura na interface ar-liquido), no entanto, 0s
queratindécitos também é possivel induzir a diferenciacao,

v.g., por mitomicina C.
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Os tipos de células de acordo com a 1invencgao
encontram-se descritos nas reivindicacgdes.

As células estromais, por exemplo, os fibroblastos,
podem ser isoladas por quaisquer métodos conhecidos pelos
especialistas na matéria. Por exemplo, os fibroblastos
podem ser obtidos a partir de oérgaos, tais como a pele, o©
figado e o pancreas. Estes o6érgdaos podem ser obtidos por
bidpsia (se adequado) ou por autdpsia. Em particular, é
possivel obter quantidades suficientes de fibroblastos de
um modo conveniente a partir de redugao de mama, do
preplcio ou de qualquer outro 6rgao de cadaver adequado.

Os fibroblastos podem ser facilmente isolados por
desagregacao de uma fonte de érgao ou de tecido adequada. A
expressao “fonte de dérgao ou de tecido” designa o 6rgao ou
o tecido a partir do qual =sao obtidas as células. A
desagregagcao pode ser facilmente realizada por meio de
técnicas conhecidas pelos especialistas na matéria. Como
exemplos de tais técnicas refere-se, mas sem dgue 1isso
constitua qualgquer limitacdo, desagregagdo mecédnica e/ou
tratamento com enzimas de digestdao e/ou agentes quelantes
que enfraqueca, as ligagdes entre células vizinhas,
tornando assim possivel a dispersao to tecido numa
suspensao de células individuais sem uma quebra apreciavel
de células. Em particular, a dissociagdo enzimatica pode
ser realizada picando o tecido e tratando o tecido picado
com qualquer uma das varias enzimas de digestao, por si soés
ou em combinacao. Como enzimas adequadas refere-se, mas sem
que isso constitua qualqguer limitacao, tripsina,
quimotripsina, colagenase, elastase, hialuronidase, ADNase,
pronase e/ou dispase. A ruptura mecanica pode ser realizada

por diversos métodos, incluindo, mas sem gque isso constitua
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qualquer limitagao, a utilizacg¢ao de moinhos, misturadoras,
crivos, homogeneizadores, células de pressao ou
trituradoras. Veja-se Freshney, Culture of Animal Cells. A
Manual of Basic Technique, 22 Ed., A.R. Liss, Inc., New
York, 1987, Cap. 9, pags. 107-26.

Apds a fonte de tecido ter sido reduzida a wuma
suspensao de células individuais, a suspensdo devera ser
fraccionada em subpopulagdes a partir das quais é possivel
recuperar os fibroblastos e/ou outras células estromais
e/ou elementos. O fraccionamento pode ser efectuado por
meio de técnicas convencionais para a separacao de células,
incluindo, mas sem gque isso constitua qualquer limitacgao,
clonagem e seleccao de tipos especificos de células,
destruigao selectiva de células nao pretendidas (seleccgao
negativa), separagao com base na aglutinabilidade de
células diferenciais numa populagdo mista, procedimentos de
congelamento-descongelamento, propriedades de aderéncia
diferenciais das células numa populacdo mista, filtracao,
centrifugagao convencional e zonal, elutriacdo centrifuga
(centrifugagao contra-fluxo), separagao por gravidade,
distribuicao contracorrente, electroforese e distribuicao
de células activadas por fluorescéncia. Veja-se Freshney,
Culture of Animal Cells. A Manual of Basic Techniques, 22
Ed., A.R. Liss, Inc., New York, 1987, Cap. 11 e 12, pags.
137-68. Serad evidente para os especialistas na matéria que
também é possivel utilizar outras técnicas de fraccionamento
de células adequadas.

De preferéncia, o 1solamento de fibroblastos ¢é
acompanhado pela explantacao de pecgas de pele de acordo com
o método de Sly e Grubb. Veja-se Sly et al., Methods
Enzymol. 58: 444-50 (1979).
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Os fibroblastos obtidos de diferentes fontes de o6rgaos
ou tecidos (incluindo, v.g., pele, figado e pancreas) podem
ser utilizados nos métodos e nas composigdes da invencao.
Além disso, serd evidente para os especialistas na matéria
que qguaisquer desses fibroblastos podem ser geneticamente
manipulados para segregarem quantidades diferentes de uma
molécula biologicamente activa ou de moléculas.

Tal como aqui utilizada, a expressao “preparagao de
células” designa a mistura resultante da combinacao de uma
preparacao de células gue segrega uma ou varias moléculas
biologicamente activas e uma preparacao de matriz
extracelular ou de outros materiais de matriz. Por exemplo,
uma preparacgao de células de acordo com a invengdo é obtida
a partir da combinagdo de uma preparacao de trombina/célula
e de uma preparagao de fibrinogénio. De acordo com algumas
variantes, a mistura resultante pode provocar
polimerizagao, produzindo assim uma matriz polimerizada. Em
alternativa, a combinagcao resultante pode produzir uma
matriz nao polimerizada extremamente viscosa. A preparagao
de células resultante pode estar sob a forma de uma pasta.
Serd evidente para os especialistas na matéria que a
expressao “preparacao de células”, tal como agqui utilizada,
abrange o ambito de misturas que vao desde uma mistura néo
polimerizada viscosa (isto €, uma pasta) até uma matriz
polimerizada. As diferencgas na concentragcao de cada
preparagao, bem como as condigdes de cultura, podem
influenciar a viscosidade e/ou o grau de polimerizagdo da
preparacgao de células resultante. Por exemplo, de acordo
com uma variante da invengao, a combinagao de preparagdes
de fibrinogénio e de trombina/célula sdo administradas por

pulverizacao a um local de ferida para se formar uma matriz
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celular polimerizada irreversivel. No entanto, também sera
evidente para os especialistas na matéria que outras
combinagbes podem resultar numa matriz nao polimerizada
viscosa.

A densidade e a concentragcdo em células da matriz
extracelular podem variar em funcdo da aplicacédo clinica
desejada. Por exemplo, ha determinadas feridas que podem
requerer preparacgbes com densidades de células superiores
ou 1inferiores e/ou com consisténcias diferentes. As
preparagdes de células resultantes podem encontrar-se sob a
forma de uma pasta de células ou sob a forma de uma matriz
curada. A determinagao da densidade e da concentragao em
células adequada da MEC faz parte das capacidades de um
especialista na matéria. A suspensao de células pode ser
proveniente de um tipo de células ou pode ser constituida
por tipos diferentes de células. Por exemplo, a mistura de
células pode compreender 50% de qgueratindécitos e 50% de
fibroblastos. No entanto, a proporg¢ao entre gueratindcitos
e fibroblastos pode wvariar, v.g., 1:1, 1:4, 1:9, 1:24,
etc., sem prejudicar a formagao ou a fungao da preparagao
de células. Em alternativa, a mistura de células pode
conter apenas queratindécitos ou apenas fibroblastos (isto
é, a proporgao entre queratindécitos e fibroblastos ser 1:0
ou 0:1). Além do mais, a suspensao pode ser constituida por
mais do que dois tipos diferentes de células. As
percentagens de cada tipo de c¢élulas na suspensao de
células podem variar em fungao da utilizacao pretendida
para a preparagao de células. 0Os tipos de células também
podem ser pré-induzidos ou mantidos em co-cultura in vitro
para se optimizar a resposta de cura da ferida. Por

exemplo, os fibroblastos podem ser pré-incubados com TGF-
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beta (entre 0,1 e 30 ng/mL de meio), durante 1 a 21 dias
antes da aplicacgdo a ferida.

A preparagao de células da invengao é preparada a
partir de dois componentes. O primeiro, doravante aqui
designado como “componente i, é o componente de
fibrinogénio. O segundo, doravante aqui designado como
“componente 2", é o componente de células + trombina. O
componente 2 pode conter, facultativamente, um
crioprotector. A ©preparacao de células da i1nvencao é
constituida pela coagulagao de proteinas do plasma
(incluindo fibrinogénio) na presenca de trombina. Esta
coagulagao € principalmente devida a formagdo de uma rede
de fibrina polimerizada, a qual imita a formagcao de um
coagulo de sangue. A trombina converte a fibrina por
clivagem enzimatica. O calcio acelera a actividade
proteolitica da trombina. De facto, a combinagao de
fibrinogénio e de trombina resulta numa “reacgdao de
polimerizagao”. Durante a mistura destes materiais, as
células ficam presas na preparacao de células resultantes,
a qual pode ser uma pasta ou uma matriz curada, dependendo
das concentragdes de todos os componentes, do numero de
células, das condigbes de cultura, etc.. Além disso, em
qualquer uma das preparagbes de células da invencgao,
gqualquer um ou todos os componentes podem ainda conter
proteinas ou produtos quimicos suplementares, que nao
afectem a formacao ou a fungao da preparagao de células,
tais como proteinas (isto ¢, albumina), inibidores de
proteinase (isto é, aprotinina), polietileno-glicol (PEG),
alcool polivinilico (PVA) e outras moléculas tipicamente
utilizadas como estabilizadores para a preparacao de

células. De acordo com outras variantes da invencgao, o
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primeiro componente da preparacao de células pode conter
trombina e o segundo componente pode conter células mais
fibrinogénio. Serda evidente para os especialistas na
matéria que, nesta variante, a combinacdo do componente 1 e
do componente 2 ira também resultar numa preparacao de

células Util para a regeneracgao de tecidos.

Métodos de administracdo

De acordo com uma variante preferida, a i1nvencgao
envolve uma combinagao de linhagens celulares de
fibroblastos e queratindécitos alogeneicos humanos
misturados com materiais de MEC para formar uma pasta
celular viscosa para aderir a ferida. De acordo com esta
variante, as linhagens celulares sao preferencialmente nao
geneticamente manipuladas. As linhagens celulares podem ser
mitoticamente inactivadas por quaisquer meios conhecidos
prelos especialistas na matéria. De preferéncia, a pasta
resultante ¢ biodegradavel e biocompativel.

Conforme descrito antes, as linhagens celulares de
fibroblastos e queratindécitos imortalizadas também
constituem variantes preferidas. O método de imortalizacao
preferido serda através da adigao directa do gene para TERT
nas células de qgueratinécitos e fibroblastos humanas
principais, de um modo tal que o gene TERT seja expresso
constitutivamente. Além disso, uma imortalizacao transiente
utilizando uma sequéncia de transporte de um dominio
proteico (TAT, VP22, MTS, etc.) ligado a proteina TERT pode
ser mais preferencialmente, uma vez dgque o0 Jgene nao ¢&
inserido permanentemente na célula imortalizada, mas € em
vez disso adicionado como proteina de fusao ao meio de

crescimento. Deste modo, a linhagem celular pode ser
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continuamente expandida, armazenada e pesquisada quanto a
propriedades estéaveis (taxa de crescimento, secregao de

factor, etc.), sem existir a necessidade continua de

revalidagcdo de novas fontes de c¢élulas primarias. As
linhagens celulares imortalizadas deste modo sao
preferencialmente mitoticamente inactivadas antes da

aplicacdo a ferida ou ao local de reparacao do tecido sob a
forma de uma pasta, preparacao de células, mistura de
matriz bioldgica ou ligada ou adsorvida num revestimento
para feridas.

A presente invencao possui aplicacgdes clinicas humanas
e veterinarias. As preparag¢des de células da invencdo podem
ser utilizadas para o tratamento de seres humanos e de
animais nao humanos, incluindo, um primata nao humano,
murganhos, ratos, caes, gatos, porcos, ovelhas, wvacas ou
cavalos. A preparacao de células de acordo com a invengao
pode ser utilizada para a regeneracao de tecidos, tais
como, Vv.g., no tratamento de feridas na pele ou no
tratamento de peritonite.

Tais composigbes podem compreender a preparagao de
células e um veiculo suplementar aceitavel. Tal como aqui
utilizada, a expressado “veiculo biologicamente aceitavel”
pretende abranger todos e dquaisquer solventes, meios de
dispersao, revestimentos, agentes antibacterianos e agentes
antifuangicos, e agentes isotdnicos e agentes de
retardamento de absorcgao, e semelhantes, que sejam
compativeis com a administracdao de produtos bioldgicos.
Como veiculos adequados refere-se os descritos na edicgao
mais recente da obra Remington's Pharmaceutical Sciences,
um texto de referéncia padrao na especialidade, o qual é

aqui incorporado por referéncia. Como exemplos preferidos
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de tais veiculos ou diluentes refere-se, mas sem que isso
constitua qualquer limitacdo, agua; soluto salino; solugéo
de dextrose; albumina do soro humana; HBSS e outras
solugbes tamponadas (incluindo as que possuem ou dJue nao
posssuem Ca'' e Mg'') conhecidas pelos especialistas na
matéria relevante; e meio basal. Também é possivel utilizar
lipossomas e veiculos nao aquosos, tais como 6leos fixos. A
utilizagdo de um tal meio e de agentes para substancias
farmaceuticamente activas é bem conhecido na especialidade.
Com a excepgao de gqualgquer meio convencionai ou agente
incompativel com o composto activo, a sua utilizacdao nas
composigdes esta contemplada.

As composicgbes farmacéuticas podem ser incluidas num
contentor, embalagem, estojo ou dispensador em conjunto com
instrugdes para a sua administracgao.

O regime de dosagem ¢é seleccionado de acordo com
diversos factores, incluindo a espécie, a idade, o peso, ©
sexo e o estado clinico do paciente; do tipo e da gravidade
da patologia que se pretende tratar; da via de
administracdao e das células particulares utilizadas. Um
médico ou veterinario —especialista podera facilmente
determinar a prescrever a quantidade eficaz necessdria para
evitar, contrariar ou impedir o progresso da patologia.

A preparacao de células da invencgao pode @ ser
administrada por via tdépica a ferida gque necessite de
tratamento. O componente de trombina + célula (componente
2), sob a forma de uma pulverizagao, pode ser misturado com
o componente de fibrinogénio (componente 1), sob a forma de
uma pulverizacao, antes, durante ou apds a aplicacao a

ferida.
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A preparacgao de células da invencao é administrada por
pulverizacao dos componentes da preparagao sobre a area da
ferida. como  bombas de pulverizacgao adequadas para
utilizagao na administracao da preparacado de células da
invencao refere-se as utilizadas para outra aplicacgdes
médicas, incluindo pulverizacgdes nasais e para a garganta.
Além disso, a preparacao de células podera ser aplicada
utilizando uma pulverizagcao gerada por gases 1nertes
comprimidos em vez da utilizagao de uma bomba de
pulverizacao. Por exemplo, é possivel utilizar recipientes
pequenos de gases inertes de qualidade médica, tais como ar
e/ou azoto. A pressao do gas pode ser utilizada para
empurrar os fluidos através de um orificio pegqueno, gerando
assim uma pulverizagao de uma neblina fina. A pressao pode
actuar directamente sobre o fluido ou uma queda de pressao
pode puxar o fluido para uma corrente de ar, a qual se ira
tornar eventualmente numa pulverizacao.

De acordo com outra variante, a preparacao de células
da invengao pode ser administrada por pulverizagao como um
produto de dois componentes que ¢é aplicado a uma ulcera
crdénica num processo sequencial de dois passos. De acordo
com esta variante, o primeiro componente é uma suspensao de
fibrinogénio em HBSS (na auséncia de Ca'' e Mg'') e o
segundo componente é uma mistura de c¢élulas (incluindo
fibroblastos e queratindécitos), trombina e crioprotectores

™ e Mg'"). De acordo com esta

em HBSS (na presenga de Ca
variante, os doils componentes da preparacgao de células sao
misturados em conjunto na 4&area da ferida alvo. Ambos o0s
componentes sdo aplicados a ulcera crdnica ou a ferida
utilizando um aplicador de pulverizacgao, tal como uma bomba

de pulverizacao. Por exemplo, é possivel utilizar uma bomba
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de pulverizacao para administrar doses precisas de ambos os
componentes durante o tratamento de uma Ulcera ou ferida. a

concepgao actual da bomba de pulverizagao pode variar,

dependendo do fabricante. Como exemplos de bombas de
pulverizacgao adequadas refere-se, por exemplo, as
pulverizagdes nasais e para a garganta. A Dbomba de

pulverizacao é fabricada a partir de um material gque possa
ser esterilizado wutilizando técnicas convencionais para
evitar a contaminagao de dqualquer um dos componentes da
preparacao de células.

As doses pulverizadas podem estar compreendidas entre
cerca de 50 pL e cerca de 150 plL por pulverizagao, de
preferéncia entre cerca de 100 pL e cerca de 150 plL por
pulverizagdo e mals preferencialmente cerca de 130 plL por
pulverizagao. Para permitir uma aplicagao concentrada e
para uma administragao mais precisa do produto, a bomba de
pulverizagdo deverda possuir um mecanismo do actuador de
pulverizagdo que produza um didmetro de pulverizagao
estreito em vez de um diédmetro de pulverizacao largo. O
mecanismo do actuador de pulverizagao constitui a *“arma”
gque orienta e gque gera a pulverizacao através do tamanho do
orificio. A &area da uUlcera crodénica ou a area da superficie
da ferida coberta por cada pulverizacao depende
directamente da distdncia do actuador do alvo. Por exemplo,
quanto mais perto estiver o mecanismo do actuador de
pulverizagcédo da area alvo, mais pequena sera a area de
superficie coberta por pulverizacado. De igual modo, quando
mais longe estiver a area alvo do mecanismo do actuador da
pulverizagado, maior sera a area de superficie coberta por

pulverizacgao.
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De ©preferéncia, a area superficial coberta esta
compreendida entre cerca de 11 cm’ e cerca de 14 cm’. De
acordo com uma variante preferida, a distdncia entre o
ejector de pulverizagao e o alvo é aproximadamente de 6 cm.
A esta distédncia, utilizando um mecanismo de actuador de
pulverizagdo com um didmetro estreito, uma pulverizacgdo ira
cobrir uma superficie de ferida aproximadamente de 12,6 cm’.

O numero de células que caem sobre a 4area alvo do
paciente (isto é, o numero de células por cm’ do paciente)
ira wvariar em funcdao da concentracdao de cada um dos
componentes e das proporgdes entre gqueratindcitos e
fibroblastos utilizada no componente 2. Sera evidente para
os especialistas na matéria que a concentracao de células
no segundo componente da preparacao de células pode variar
entre cerca de 1 x 10° células/pL e cerca de 50 x 10°
células/uL. Por exemplo, de acordo com algumas variantes, o
nimero de células/uL do componente 2 na preparagao de
células pode variar entre cerca de 5 x 10° células/pL e
cerca de 20 x 10° células/uL. Assim, no caso de serem
administradas duas pulverizagbes aproximadamente de 130 uL/
/pulverizacdo a um paciente, entdo serao administradas
aproximadamente entre cerca de 1,3 x 10% e cerca de 5,2 x
10° células ao paciente.

Tipicamente, o primeiro componente (fibrinogénio) ¢é
pulverizado sobre o alvo seguindo-se a pulverizagao do
segundo componente (trombina + c¢élulas). A ordem de
pulverizagao dos componentes pode ser invertida. No
entanto, é preferivel aplicar em primeiro lugar o
componente de fibrinogénio e subsequentemente aplicar o
componente de trombina + c¢élulas, o qual pode conter,

facultativamente, um crioprotector. Apds a pulverizacgao do



47

componente de células + trombina sobre o componente de
fibrinogénio, oS dois componentes irao comegar a
transformar-se em gel, curar ou polimerizar praticamente
nesse instante, permitindo uma distribuicao igual de
células sobre a area alvo. No caso de se aplicar em
primeiro lugar o componente de células + trombina seguido
pelo componente de fibrinogénio, o tempo de intervalo
resultante permite que as células migrem do local da
ferida, devido ao efeito da gravidade, o que pode causar
que o componente de células + trombina “escorra” ou
“pingue” apds aplicacgao, dependendo do volume aplicado. Por
sua vez, tal podera potencialmente causar uma distribuicgéo
desigual de células durante a aplicacdao do componente de
fibrinogénio. Uma vez que a aplicacgao subsequente do
componente de fibrinogénio causa a polimerizacao, tal
poderd provocar a formagdaoc de uma preparagao de células
desigual.

De acordo <com outra variante, 0s componentes da
preparacao de células podem ser administrados sob a forma
de uma pulverizagdao que € misturada no ar antes de atingir
a Aarea alvo. De acordo com tal variante, os dois
componentes  podem ser pulverizados ao mesmo tempo,
utilizando um ou dois mecanismos de actuador de
pulverizagao. As pulverizacao de neblina de cada componente
iriam entao ser combinadas no ar, iniciando assim a
polimerizacao antes da preparacgado de células atingir a area
alvo (isto €, o local da ferida). Esta variante iria fazer
com gue a preparacao de células da invencao fosse mais
facil de aplicar, uma vez que € necessaria uma aplicacgao
Unica para aplicar as c¢élulas e para se dar inicio a

polimerizagao de fibrina.
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Crioconservagao

De acordo com algumas variantes, as células do
componente 2 podem ser crioconservadas antes da sua
utilizagdo na preparagao de células da invencao. De acordo
com tails variantes, o componente 2 contém células +
trombina + um crioprotector. Serd evidente ©para os
especialistas na matéria que os termos “crioprotector” e
“crioconservante” sao wutilizados interpermutavelmente e
abrangem agentes utilizados para se alcangar a
crioconservagao. Como crioprotectores adequados refere-se,
v.g., glicerol, etileno-glicol e sulfdéxido de dimetilo
(“DMS0O”) . De acordo com diversas variantes, o crioprotector
compreende, mas sem que isso constitua qualquer limitacgao,
uma solugao de glicerol a 10%, uma solugao de glicerol a

15% e uma solugao de 15% de glicerol e 57% de albumina do

soro humana (HSA). Serda evidente para os especialistas na
matéria que também é possivel utilizar outros
crioprotectores e concentracgdes de crioprotectores

conhecidos na especialidade.

Os crioprotectores utilizados na presente invencao
podem ser incluidos nos tampdes gque contém o componente 2
da preparacgcao de células. De acordo com este protocolo, nao
héd necessidade de adicionar proteinas extra. De igual modo,
as células nao sao congeladas em meio bioldégico.
Seleccionando um crioprotector com uma toxicidade reduzida
ou mesmo nao tdxico, nao ha necessidade de lavar ou de
remover o crioprotector a partir das células antes da
utilizagao. Tal permite a aplicagao directa da preparacgao

de células apds descongelamento.
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A crioconservagao facilita o envio e o armazenamento
de longo prazo dos componentes da preparagao de células da
invencao. As células crioconservadas (no componente 2) sao
armazenadas a uma temperatura compreendida entre cerca de -
70°C e cerca de -196°C (no caso de se utilizar azoto
liquido) . Por exemplo, as células crioconservadas podem ser
armazenadas a -80°C num congelador ou na fase de wvapor de
azoto liquido a -160°C.

De acordo com um protocolo de crioconservacgao
preferido, fecha-se um recipiente gque contém a mistura de
células + trombina + crioprotector (componente 2) com uma
tampa de rosca, de um modo estéril. O recipiente fechado é
entao embalado (selado hermeticamente) dentro de uma bolsa
fabricada a partir de um material qgue possa resistir a
temperaturas compreendidas entre -70°C e -196°C, que é a
temperatura encontrada na fase de vapor de azoto liquido.
Outras temperaturas de armazenamento, compreendidas entre
-120°C e -160°C, também podem ser encontradas na fase de
vapor de azoto liquido. Os recipientes ou bolsas que contém
0s recipientes sao entao colocados dentro de um congelador
com taxa controlada utilizado para o congelamento de
células e tecidos bioldégicos numa prateleira especial
concebida para ser inserida dentro do congelador de taxa
controlada. Tipicamente, o0s recipientes ou bolsas sao
armazenados numa posigao vertical e alinhados em diversas
filas, de um modo tal que exista espago entre cada fila. As
filas sao alinhadas em paralelo em relagao ao fluxo de
azoto liquido em fase de vapor que passa através da céamara
para arrefecer as amostras. A utilizagao de tais bolsas
ajuda a prevenir a contaminacao dos componentes durante o

congelamento e o descongelamento do componente 2.
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Apds carregar as amostras na cadmara, tem inicio um
ciclo de congelagao, o qual compreende 0sS passos seguintes.

1. Inicio a temperatura ambiente ou a 20°C, arrefece-
se a cdmara a uma taxa de -2°C por minuto até 4°C.

2. Mantém-se entdo a camara a 4°C durante 52 minutos
para estabilizar todas as amostras a 4°C.

3. Arrefece-se entdo a cédmara a taxa de -1°C por
minuto até -5°C.

4. Arrefece-se entdo a camara a taxa de -3°C por
minuto até -12°C.

5. Arrefece-se entdo a cédmara a taxa de -7,5°C por
minuto até -20°C.

6. Mantém-se entdo a cadmara a -20°C durante 15 minutos.

7. Arrefece-se entdo a cdmara a taxa de -1°C por
minuto até -80°C.

8. Mantém-se entdo a cémara a -80°C durante 60 minutos.

Remove-se entao as bolsas do congelador e armazena-se
a -160°C ou a -80°C até a sua utilizacgéo.

Serd evidente para os especialistas na matéria que o
método exacto utilizado no ciclo de arrefecimento podera
ser alterado ou melhorado consoante necessario. De um modo
geral, sabe-se que as células ou tecidos deverdo ser
arrefecidos a uma taxa compreendida entre cerca de -0,2°C/
/minuto e cerca de -5°C/minuto. Além do mais, uma taxa de
arrefecimento compreendida entre cerca de -0,5°C/minuto e
cerca de -2°C/minuto €& oOptima para a malor parte dos casos.

A taxa de arrefecimento é particularmente critica a
medida que a temperatura ¢é reduzida até ao ponto de
congelamento para a solucaoc de crioprotector utilizada. De
acordo com a variante preferida aqui descrita, o)

arrefecimento é acelerado para valores prédéximos do ponto de
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congelamento da solucao. Esta queda rapida global na
temperatura da céamara ¢é pretendida para induzir a mudanga
de fase, gerando uma instabilidade térmica que induziria a
formacdo de cristais de gelo. E desejavel controlar a
formagao de cristais do processo de transicgao de fase para
se dar inicio a transicdo de todas as amostras ao mesmo
tempo. A formagcao de cristais do processo de transigao de
fase pode ser controlada por diversos métodos, incluindo: a
criagao de wuma 1instabilidade térmica pontual (1) por
contacto da amostra com uma sonda metalica arrefecida em
azoto liquido ou (2) expelindo um liquido arrefecido (v.g,
azoto ligquido) para a amostra. (Veja-se as patentes de
invencdao norte-americanas n° 6 347 525; 6 167 710 e 5 981
617) .

Serd evidente para os especialistas na matéria gque
também é possivel utilizar outros meios para controlar a
transicao de fase. Por exemplo, é possivel utilizar
qualquer técnica disponivel que crie uma instabilidade na
solugao superarrefecida, tal como estimulagdao mecanica
(v.g., uma vibragao pulsada).

De acordo com algumas variantes, a preparagao de
células da invengao pode ser administrada sob a forma de um
estojo colocado num embalagem individual preparada a partir
de uma bolsa de laminado de folha de aluminio, a qual
resiste a temperaturas reduzidas. Dentro desta Dbolsa
exterior existem duas bolsas mais pequenas, a primeira com
um recipiente que contém o componente 1 (fibrinogénio) e a
segunda com um recipiente gque contém o componente 2
(células + trombina + crioprotector). Em alternativa, os
recipientes para os componentes 1 e 2 podem ser embalados

em conjunto numa bolsa ou caixa individual. Estas bolsas
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interiores também sao preparadas a partir de um material
resistente a temperatura. Como exemplos de materiais
adequados para estas bolsas refere-se, mas sem gue 1isso
constitua qualguer limitacao, uma bolsa de laminado de
folha de aluminio, papel revestido, LDPE, Surlyn® e uma
bolsa de laminado de Kapton  (Steripack, Ireland). Sera
evidente para os especialistas na matéria que também é
possivel utilizar quaisguer outros materiais adequados para
preparar estas bolsas. O material utilizado para preparar a
bolsa devera possuir uma temperatura reduzida de inicio de
selagem, um desempenho elevado de Dbarreira e uma boa
resisténcia quimica. Além do mais, devera ser adequado para
esterilizacao por irradiagao para se evitar a contaminacao
dos componentes da preparacao de células. Nos quadros 3 e 4
sao apresentados exemplos da composicao e das propriedades

tipicas de uma bolsa adequada.

Quadro 3
ESTRUTURA Espessura (micron) | Peso (gm/mﬂ
Papel - 50
Polietileno 13 12
Papel de aluminio| 9 25
Surlyn® - 23
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Quadro 4
PROPRIEDADE UNIDADES Valor
(tipico)
Resisténcia a tracgéo KN/m? >50,0
(MD)
Resisténcia a traccgao KN/m? >20,0
(CD)
Alongamento (MD) % >1,0
Alongamento (CD) % >2,0
Forca de laminacgao T:140°C, P:4 bar, >5,0
t: 0,3 seq.
Taxa de transmissao de g/ m’.d @ 38°C, 90% <0,5
vapor de agua H.R.
Taxa de transferéncia de cc/ m’.d.atm@ 23°C, <2,0
oxigénio (0y) 50% H.R.

Os parametros de selagem para uma bola adequada iréo
depender do equipamento de selagem particular utilizado e
da sua compatibilidade com a camada de selante do substrato
secundario. No entanto, como parédmetros tipicos para a
selagem refere-se: temperatura = 100°C-140°C; tempo de
paragem = 0,30-0,75 segundos e pressao = 60-80 psi.

De acordo com outra variante, os recipientes podem ser
selados num contentor transparente rigido, fabricado por
meio da utilizacao de um polimero resistente a temperatura
inferiores a -70°C até temperaturas tao reduzidas quanto
-196°C. E possivel utilizar diversos tipos diferentes de
recipientes para os componentes 1 e 2 de congelamento. De
acordo com uma variante preferida, utiliza-se um novo
recipiente (5), tal como ilustrado na fig. 6a e na fig. 6b.

este recipiente é utilizado para congelar os componentes da
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preparagao de células da invengao. Apds o descongelamento,
a rolha roscada (4) que fecha o recipiente pode ser
substituida por um aplicador de bomba de pulverizagao. De
acordo com uma variante, o recipiente pode ser preparado a
partir de polipropileno, que € resistente as temperaturas
reduzidas utilizadas no protocolo de crioconservagao. A
espessura da parede deste recipiente (1) devera ser
aproximadamente 0,8 mm para facilitar a transferéncia de
calor/frio ao longo da parede, factor este que & importante
nos processos de congelamento e de descongelamento. Além
disso, o recipiente pode ser concebido para se manter numa
posicédo vertical apds a colocacado da bomba de pulverizacéao
e o fundo do recipiente (2) é cdnico (3) para facilitar o
esvaziamento do seu conteudo.

Uma bomba de pulverizagao concebida para utilizacgao
com este tipo de recipiente ¢é fabricada pela empresa
Valois. Cada pulverizagao administra um volume de 130 ulL de
produto. O actuador da pulverizagao, que constitui a “arma”
que orienta e gera a pulverizacao através do tamanho do
orificio, pode ser modificado de um modo tal que a “arma”
possa ser orientada noutras direcgdes para além da posicgao
horizontal, para auxiliar a administracgao toépica,
permitindo a aplicagao da pulverizacao numa superficie
horizontal sem inverter o recipiente. De acordo com outra
variante, ¢é possivel utilizar outras concepgdes de bomba de
pulverizagdo que actuem quando o recipiente esta invertido.

Os componentes crioconservados da preparagao de
células da invencdo podem ser enviados, armazenados e/ou
utilizados do modo seguinte. O0s componentes podem ser
enviados sob a forma de um estojo congelado em gelo anidro

a uma temperatura compreendida entre cerca de -70°C e cerca
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de -80°C. A bomba pode ser enviada a temperatura ambiente.

Depois de chegar, o estojo deverd ser armazenado a -80°c

num congelador ou a -160°C até a sua utilizacadao. Para se

utilizar, abre-se a bolsa exterior do estojo e remove-se as

duas bolsas mais pequenas que contém o componente 1

(fibrinogénio) e o componente 2 (células + trombina +

2

crioprotector) e descongela-se num banho de agua gque &

aquecido até uma temperatura maxima de 37°C. Sera evidente

para os especialistas na matéria que as bolsas servem para
evitar que a agua do banho de agua contamine os componentes

da preparacao de células. Depois de se descongelar o

contetdo dos recipientes, ¢é possivel remover as bolsas do

banho de &gua, desinfectar (se desejado) e abrir. O topo

roscado de cada recipiente é entao removido e substituido

por um aplicador de pulverizagao roscado, encontrando-se

assim os componentes da preparacao de células preparados
para aplicagao ao paciente.

A invengdo serada descrita mais minuciosamente nos

exemplos seguintes, os quais nédo limitam o &ambito da

invengao descrita nas reivindicagdes.

EXEMPLO 1: isolamento de queratindécitos e fibroblastos

Os queratindécitos e os
apdés o corte da epiderme a
enzima, tal como dispase ou

pode ser mantida a incubar

suspensao individual de células de queratindécitos,

fibroblastos podem ser isolados
partir da derme utilizando uma
termolisina. A epiderme isolada
com tripsina para se obter uma

a qual

pode entao ser colocada em placas de cultura e amplificada

para

se criar uma banco de queratindécitos

primarios. A

derme isolada pode ser mantida a incubar com uma enzima de

dissociacao,

tal como colagenase,

para se obter suspensdes
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individuais de células de fibroblastos, preparadas para
serem colocadas em placas e amplificadas ou picadas, e
colocadas em placas de cultura e mantidas em cultura até
que os fibroblastos migrem a partir do tecido. Estas
células podem entao ser recolhidas apdés tratamento com
tripsina e novamente amplificadas para se estabelecer um
abanco de células de fibroblastos. O0Os queratindécitos e
fibroblastos humanos primdrios isolados deste modo podem
ser utilizados para a preparacao de células e misturas com
fibrina.

O isolamento de fibroblastos também pode ser efectuado
do modo seguinte: lava-se minuciosamente amostras de tecido
frescas e pica-se numa solucgao de sal equilibrada com Hank
(HBSS) para se remover o soro. Mantém-se o tecido picado a
incubar durante 1 a 12 horas numa solug¢ao preparada no
momento de uma enzima de dissociacgao, tal como tripsina.
Apds tal incubacgao, as células dissociadas sao colocadas em
suspensao, dgranuladas por centrifugagao e colocadas em
placas de cultura. Todos os fibroblastos 1irao ligar-se
antes das outras células, pelo que ¢é possivel isolar
selectivamente as células estromais adequadas e deixadas
desenvolver. Os fibroblastos isolados podem entao ser
deixados desenvolver até a confluéncia e desenvolvidos em
cultura em série ou armazenados por congelamento em azoto
liguido (veja-se, Naughton et al., 1987, J. Med. 18(3&4):
219-250). Os fibroblastos ou subpopulacdes de fibroblastos,
tais como células de papila dérmica ou miofibroblastos
podem ser isolados a partir de culturas de sobrecrescimento
explantadas. Apdés o isolamento, as células estromais estao
preparadas para a mistura com uma pasta de matriz

extracelular (v.g., fibrina).
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EXEMPLO 2: composigdo dos componentes da preparagdo de

células da invencgdo

Componente 1

Este componente pode ser preparado efectuando uma
diluigdo guadrupla da solugcdao de proteina de selagem no
selante de fibrina ‘Tisseel VH’ (Baxter). Apdés a diluicao,
a concentracao dos componentes na solugao de proteina

selante é a seguinte:

Fibrinogénio 18,75 mg/ml - 28,75 mg/ml
inibidor de fibrindlise 750 KIU/ml

(aprotinina)

Polissorbato 0,05 mg/ml - 0,1 mg/ml
Cloreto de sédio 0,5 mg/ml - 1,0 mg/ml
Citrato trissdédico 1,0 mg/ml - 2,0 mg/ml
Glicina 3,75 mg/ml - 8,75 mg/ml

Diluiu-se a solugao de proteina selante numa solugao
de soluto salino tamponada com Hank (HBSS) na auséncia de
ca’t ou Mg%} A presenca destes dois id0es induziu a formacao
de precipitados durante os processos de congelamento e
descongelamento.

Sera evidente para os especialistas na matéria que o
selante Tisseel pode ser suplementado com outras
preparacgdes de fibrinogénio e aprotinina comercialmente
disponiveis para se obter resultados semelhantes. Além
disso, também é possivel diluir o fibrinogénio para outras
concentragdes, dependendo da via de administragao, para

aumentar as caracteristicas de polimerizacao.
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Componente 2
Este componente crioprotegido pode ser preparado por

mistura dos compostos seguintes

Componentes Concentragédo final
Trombina (Baxter Tisseel) 10% em volume

Glicerol 15% em volume

Albumina do soro humana 5% em volume

HBSS (com Ca’' e Mg?") utilizado para colocar

novamente em suspensao estes

componentes

Apds a diluigao, a solugao de trombina obtida a partir

da Baxter contribui a seguinte solugao crioprotegida

Trombina 50 IU/ml

Proteina total 4,5 - 5,5 mg/ml
Cloreto de sdédio 0,8 - 1,2 mg/ml
Glicina 0,24 - 0,36 mg/ml
CaCl, 4 pmol

Escolheu-se como diluente HBSS com Ca’’ e Mg?'.

Colocou-se novamente em suspensao a mistura de células
(proporgao) e concentragao desejadas na solugao
crioprotegida para se obter O componente 2. Foram
consideradas diversas ©proporgdes entre queratindcitos:
:fibroblastos, incluindo 1:1, 1:3, 1:4, 1:9, até um valor
tao elevado como 1:50. Além do mais, as diversas
concentracgdes finais em células no componente 2
consideradas foram de 1 milhao, 2,5 milhdes, 5 milhdes, 10
milhdes, 20 milhoes e 50 milhdes de células/mL

(concentracgao final).
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EXEMPLO 3: teste da dose eficaz de mitomicina C

Trabalhos anteriores demonstraram que as concentragdes
eficientes de mitomicina C (MMC) para interromper o
crescimento de fibroblastos 3T3 de murganhos eram 2 ug/mL
(Rheinwald and Green, Cell ©6: 331-43 (1975)) e para
interromper o crescimento de fibroblastos dermais humanos
eram de 8 ug/mL (Limat et al., J. Invest. Dermatol. 92:
758-62 (1989)).

Interrompeu-se o crescimento da linhagem celular de
fibroblastos de ratos (CRL 1213), da linhagem celular de
fibroblastos de ratos transfectados com FGF1 (1175/CRL
1213), da linhagem de fibroblastos imortalizados com
telomerase humana (MDX12) e de fibroblastos humanos
primarios (EDX1), utilizando o método seguinte. Deixou-se
crescer fibroblastos em DMEM + 10% de FCS, Hepes 25 mM,
piruvato 1 mM, L-Gln 2 mM, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/ml em frascos T75. Na confluéncia,
separou-se as células e colocou-se em placas com uma
densidade de 10° células/cm?, manteve-se novamente a
incubar durante 48 horas, depois tratou-se com mitomicina C
(MMC) a 0, 2, 4, 8, 12 pg/mL durante 5 horas. Enxaguou-se
entdo as c¢élulas com PBS e separou-se com O0,05% de
tripsina/0,02% de EDTA. Colocou-se em placas as células
restantes a densidades de 100 a 5000 células/cm’ em frascos
T25, respectivamente (10 frascos para cada densidade).
Manteve-se estas células a incubar a 37°C com 2 mudangas de
meio por semana.

Determinou-se a eficdcia da interrupcgdo do crescimento
por contagem semanal das células (utilizando um
hemacitdémetro), mantidas em cultura nos frascos colocados

em placas numa densidade de 5000 células/cm’® e por
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inspecgao das novas coldénias nos frascos colocados em
placas numa densidade de 100 células/cm’. As alteracdes na
morfologia celular também foram examinadas. Uma
concentragdo de 8 pug/mL de MMC foi suficiente para
interromper o crescimento de fibroblastos humanos primarios
(EDX1) e da linhagem de fibroblastos imortalizados com
hTERT (MDX12), o que esta em concorddncia com os dados
anteriores (Limat et al., J. Invest. Dermatol. 92: 758-62
(1989)). A linhagem de fibroblastos de rato (CRL 1213)
apresentou uma toxicidade para concentragdes em MMC
superiores a 4 ug/mL, ao passo que 2 ug/mL de MMC
demonstrou ser a concentragao Optima para interromper o
crescimento destas células. Deu-se a interrupgao do
crescimento da linhagem celular de fibroblastos de ratos
(1175/CRL 1213) transfectadas com o gene FGF1l, a uma
concentragédo de 1 pg/mL de MMC. As concentragdes inferiores
a 1 pg/mL nao foram eficazes e concentragdes mais elevadas
de MMC foram progressivamente tdéxicas. Os fibroblastos
tratados com mitomicina C (com a dose de mitomicina C
adequada), recuperados do armazenamento criogénico por
descongelamento, apresentaram uma recuperagao celular pelo
menos de 50% (em conformidade com Limat et al., In Vitro

Cell Dev. Biol. 26: 709-12 (1990)).

EXEMPLO 4: teste da dose eficaz de irradiagdao gama em
fibroblastos e queratindcitos

Para se medir o efeito de radiagao gama (y) sobre a
actividade mitdética de fibroblastos tratados, utilizou-se
um ensaio de proliferacao de <células BrdU, o qual ¢é
realizado num formato de 96 cavidades (Oncogene Research

Products). Tratou-se células de fibroblastos primarios
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humanas, nado imortalizadas, com irradiagcdo y a varias
doses, incluindo 0, 60, 70 e 80 Gray. Colocou-se entao as
células em placas numa densidade de 5000 células por
cavidade numa placa com 96 cavidades. Manteve-se o0s
controlos irradiados e nao irradiados em cultura durante
periodos de 15 e 30 dias. Em cada um destes instantes,
mediu-se a actividade mitdética wutilizando um ensaio de
incorporagao de BrdU, no qual se testa imunoquimicamente a
incorporagao de BrdU no ADN e se mede por meio da sua
absorvancia a 450 nm.

Na fig. 1, utilizou-se células nao irradiadas tratadas
com BrdU como controlo positivo para cada experiéncia.
Utilizou-se as células nao irradiadas que nao foram
tratadas com BrdU como absorvancia de fundo, valor este que
foi subtraido a absorvadncia a 450 nm de cada amostra (0,
60, 70 e 80 Gray) e normalizou-se os dados finais ajustando
o valor do controlo positivo para 100% em relacao a
incorporagaoc de BrdU. Na fig. 1, ¢é evidente dque o
tratamento com irradiagao vy a niveis de 60 Gray e
superiores induz os fibroblastos primarios para um estado
pdés-mitdtico. Considerou-se um total de 3 amostras para
cada condigao. Os dados sao apresentados sob a forma de
média + MDP.

Na fig. 2, avaliou-se a viabilidade das células apds
tratamento por irradiacgdo gama (y) determinado a adesao das
células a superficies normais de culturas de células.
Colocou-se as células em placas de cultura com 6 cavidades
numa concentragao de 9500 células/cm® ou de 95000 células
por cavidade. Quatro horas apds a colocagao em placas,
substituiu-se o meio com meio fresco que continha 50 pg/ml

de Vermelho neutro e manteve-se as células a incubar
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durante 2 horas a 37°C e 5% de CO,. Enxaguou-se duas vezes
as cavidades com NaCl 0,9% e secou-se de um dia para o
outro. No dia seguinte, dissolveu-se o corante utilizando
uma mistura a 1:1 de acido acidico (2%) e etanol (95%).
Manteve-se cada cavidade a incubar em 1 mL desta solucdo a
temperatura ambiente durante 15 minutos e depois
determinou-se o teor em corante de 200 ul da mistura a 540
nm. Nao fol observada uma diferenca significativa entre a
adesao de células tratadas versus nao tratadas, o que
indica que a irradiacao gama (y) nao afecta a viabilidade
das células e que as células podem ligar-se a uma
superficie de cultura apds irradiacao gama (y). Cada
instante de dados é uma medicdo média de trés amostras
separadas de 6 cavidades. 0Os dados sao apresentados sob a
forma de média + DP.

A irradiagao gama (y) a 80 Gy também foi avaliada
gquanto a sua aptiddo para induzir a diferenciacdo de
queratindécitos humanos primarios para um estado pods-
mitdético. Colocou-se em placas queratindcitos irradiados
sobre uma camada de células alimentadoras de fibroblastos
de crescimento interrompido (irradiadas com gama (y) a 70
Gy). Colocou-se em placas as células alimentadoras numa
densidade de 5000 células/cm’ e de queratinécitos de 12500
células/cm’. Monitorizou-se o crescimento de queratindcitos
e o fendétipo durante 3 semanas por observagao utilizando um
microscdépio invertido. Durante este periodo, observou-se
que os queratindécitos adoptaram um fendtipo diferenciado,
com as células aumentando o seu tamanho e area de ligacgéo.
Os queratindcitos desenvolvidos em cultura deste modo nao
foram capazes de se dividir e cobrir a superficie de

cultura, pelo contrario permaneceram isolados ou em
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peguenos grupos, © gque indica que a irradiacao induziu as

células para um estado pds-mitdtico.

EXEMPLO 5: teste das densidades celulares com pasta de
fibrina: secregcdo de factores de <crescimento e de
citoquinas por misturas de queratinécitos e fibroblastos
numa matriz de fibrina

Interrompeu-se o crescimento de queratindcitos e
fibroblastos primdarios humanos por irradiacdo gama (y) a 80
Gy, antes da sua formulacgao. Misturou-se preparagdes
frescas de queratindcitos e fibroblastos primdarios humanos
numa proporgao de 1:9 e a concentragdes finais de 2,5, 5,
10, 20 e 40 milhbes de células/mL numa suspensao que
contém, 10% de trombina (Tisseel, Baxter) + 15% de glicerol
+ 5% de albumina do soro humana. Num segundo recipiente,
preparou-se uma solugdo de 25% de fibrinogénio (Tisseel,
Baxter). Preparou-se uma “pasta” de células e fibrina em
cavidades individuais de uma placa com 24 cavidades por
pulverizagao conjunta de uma pulverizagao I (130 ulL) da
suspensao de células + trombina e 1 pulverizagao (130 uL)
da suspensao de fibrinogénio. Determinou-se a secrecgao de
diversos factores de crescimento e de citoguinas por estas
células para o meio durante o dia 2, apds a preparacao das
células na matriz de fibrina. Os dados apresentados no
quadro 5 representam uma média de 5 dados individuais

(amostras) para cada uma das condigdes testadas.
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Quadro 5
Concentragdo em GM—-CSF VEGF (pg) KGF (pg) HGF (pg) IL-1 beta
células (pg) (pg)

Média | MEP | Média MEP Média | MEP | Média | MEP Média MEP

2,5 milhdes/ml 9 5 1002 80 920 6 1869 | 144 29 4
5 milhdes/ml 42 14 3528 385 207 9 3533 | 417 58 6
10 milhdes/ml 373 55 | 11739 | 822 332 15 5726 | 213 119 8
20 milhdes/ml 963 110 | 12637 | 1064 214 34 4956 563 276 51
40 milhdes/ml 602 82 4432 733 98 11 2140 197 927 45

O guadro 5 1ilustra a variedade de factores de
crescimento diferentes que sao activamente segregados a
partir dos queratindécitos e dos fibroblastos contidos na
matriz de fibrina. Também se sabe na especialidade que o
bFGF produzido por estas células pode ser encontrado na
matriz de fibrina. Observou-se que os niveis absolutos de
factores de crescimento produzidos dependem da natureza
particular do factor de crescimento em questaoc. Uma vez que
a poténcia bioldgica e o periodo de semi-vida é dependente
da molécula, os niveis de pg actuais dos factores de
crescimento independentes nao constitui o) interesse
principal. Pelo contrario, cré-se gque a acgao bioldgica do
cocktail de moléculas segregadas a partir destas células
proporciona em conjunto uma via Unica de alvejar diversos
circuitos biolégicos em simultdneo. E importante salientar
que estdao a ser produzidas quantidades fisioldgicas dos
factores de crescimento e das citoquinas.

No quadro 5, a secregao de 5 moléculas diferentes
parecer ser dependente da dose de acordo com a concentragao
de células utilizada. Tal mantém-se verdadeiro a medida em
gque a concentragao em células aumenta desde 2,5 até 10
milhdes de células/mL. Para a maior parte dos factores, com

excepgao de KGF e HGF, sao observados niveis de secregéao




65

ainda mais elevados a 20 milhdes de células/mL. No entanto,
gquando o nUmero de células aumenta até 40 milhbdes de
células/mL, observa-se uma gqueda na produgdo de proteinas
para todas as moléculas com a excepgao de IL-1 beta. Tal
sugere que é provavel que exista uma concentracao Optima de
células e que, conforme ilustrado, cada concentracao de
células 1ira proporcionar a produgdo de um perfil de
proteinas diferente, conforme pode ser observado no guadro
6 seguinte. O quadro 6 foi criado por normalizacao da
secregcao de VEGF, KGF, HGF e IL-1 beta com a secrecao de
GM-CSF. Tal ilustra que, para concentragdes diferentes de
células, existe um perfil de proteinas diferente, sendo as
moléculas produzidas em proporgdes diferentes em funcgao da

concentracao em células sob avaliacgao.

Quadro 6

GM-CSF | VEGF | KGF | HGF IL-1 beta

2,5 milhdes/ml 1 111,31 10 | 207,6 3,2
5 milhdes/ml 1 84 4,91 84,1 1,4
10 milhdes/ml 1 31,5 |0,9] 15,3 0,3
20 milhdes/ml 1 13,1 0,2 5,1 0,3
40 milhdes/ml 1 7,4 0,2 3,6 1,5

EXEMPLO 6: ensaio clinico c2001 de allox de fase I

Descricao do produto

0 tratamento com base em células alogeneicas
(designado por Allox) sob investigacao é um produto de dois
componentes que pode ser aplicado topicamente a uUlceras
crdénicas utilizando um aplicador de pulverizacdao. Apds a

pulverizacgao dos dois componentes no local da ferida, cria-
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se uma matriz de fibrina que prende as células aplicadas na
regido da Ulcera, permitindo a libertagao local de factores
trdépicos por parte destas células.

O contetdo dos 2 componentes foi:

componente 1 - uma suspensao liquida de fibrinogénio;
(1 pulverizagao = 50 uL)

componente 2 - uma suspensao liquida de queratindécitos
e fibroblastos (proporgdo 1:1, 15 x 10° células/mL)

misturados com trombina; (1 pulverizagao = 50 ulL).

Objectivo

O objectivo deste estudo foi avaliar os efeitos de
Allox no processo de cura de feridas de ulceras crénicas,
para avaliar a sua seguranga e tolerabilidade numa
populacao de pacientes e para determinar o efeito do
produto sobre a incidéncia do fecho completo da ferida de
Ulceras crdénicas na perna em pacientes com insuficiéncia

venosa ou arteriovenosa.

Metodologia

Recrutou-se pacientes com mais de 18 anos de idade e
pelo menos com uma ulcera venosa ou uma Ulcera combinada
arterio-venosa entre o tornozelo e o joelho, gque satisfacgam
0s critérios de elegibilidade do protocolo, para receber
Allox no estudo C2001. No dia do estudo (SD) -14, os
pacientes foram considerados elegiveis e foram recrutados
para receber o tratamento com Allox. No SD1, os pacientes
receberam a primeira aplicacao do tratamento de estudo, o
qual fol repetido numa base semanal até 8 semanas ou até ao

fecho da ulcera, consoante o que surgir primeiro. Foi
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marcada uma visita de acompanhamento 4 semanas apds a

ultima aplicagao do tratamento.

Numero de pacientes
Foram inicialmente inscritos um total de 13 pacientes,

um dos quais se determinou, mais tarde, dJue nao era

elegivel para o protocolo.

Diagnostico e critério principal de inclusédo

Pacientes com idade superior a 18 anos com uma ou
varias ulceras venosas ou Ulceras combinadas arterio-
venosas entre o tornozelo e o joelho, cuja etiologia foi
confirmada pelo indice de pressao braquial do tornozelo,
por pressdo no dedo grande e/ou tornozelo e por ultra-sons
duplex, foram considerados elegiveis para este estudo. Ao
SD-14, os pacientes tinham de apresentar uma ulcera com
mais de 1 més de duragdo e com uma Aarea superficial
superior a 1 cm’. Fol necessario que os pacientes fossem
capazes de comunicar e de cooperar com os investigadores e
com o pessoal auxiliar e tinham de assinar um consentimento
por escrito. Os pacientes do sexo feminino deveriam estar

no estado pdés-menopausa ou cirurgicamente esterilizados.

Tratamento de teste e via de administracdo

Aplicagao por pulverizagao sequencial das solugdes
provenientes do estojo de dois recipientes. Aplicou-se
alternadamente um total de 0,4 mL de produto: 2
pulverizacgbes de componente 1 (fibrinogénio seguidas por 2
pulverizagdes de componente 2 (células + trombina).

Repetiu-se este procedimento duas vezes. Tal aplicacao
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. . . 2 \
cobriu 12 cm? da &rea da ulcera e cada cm de ferida

tratada recebeu um total de 0,25 x 10° células.

Duragao do tratamento

Ao SD1, os pacientes receberam a primeira aplicacgao, a
gual foi repetida numa base semanal até 8 semanas ou até ao
fecho da tlcera, conforme o gue surgir primeiro. Foi
marcada uma visita de acompanhamento para 4 semanas apds a
ultima aplicacdao. O periodo de duracao do estudo foi de 14
semanas, as quals consistem de um periodo de 2 semanas de
preparacao, um periodo de 8 semanas de tratamento e um

periodo de acompanhamento de 4 semanas.

Critério de avaliacgdo

Avaliou-se a eficacia por meio da observacao do fecho
completo da Ulcera; da area superficial da ulcera na S8 e
S12 em comparagac com o SD1; o efeito nas extremidades e os
sintomas da Ulcera.

Monitorizou-se a seguranca acompanhando a frequéncia e
a gravidade de eventos adversos até a semana 12. Também
foram registados testes de laboratdério convencionais,

exames fisicos e medig¢des dos sinais vitais.

Métodos estatisticos
Dado o numero reduzido de pacientes tratados, nao foi
realizada a andlise estatistica. Pelo contrario, oS

resultados sao aqui apresentados sob uma forma descritiva.
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Resultados
Quadro 7: redugao da superficie da Ulcera em pacientes

tratados com Allox

ID do Centro Area de Area de Area de % de % de reducao
paciente superficie superficie superficie da redugao de area SD1-
da utlcera da Ulcera tlcera (cm’) ao de area acompanhamento
(cm?) a SD1 (cm?®) a fim de 4 semanas SD1-
SD57 de SD57
acompanhamento
200111 1 50, 4 52,0 55,2 -3 ~10
200113 1 14,0 15,4 12,5 ~10 10
200114 1 44,0 50,9 62,8 -16 —43
200124 2 21,5 20,4 19,9 5 7
200125 2 11,8 10,2 9,8 14 16
200126 2 7,7 16,2 16,2 -110 -110
200127 2 10,6 6,5 5,8 38 45
200129 2 64,5 72,6 73,5 -13 -14
200141 4 10,3 5,5 0,5 47 95
200142 4 20,0 14,0 10,3 30 48
200143 4 0,8 0,0 0,0 100 100
200144 4 1,8 0,1 0,0 92 100

Foi observado um fecho total para uma uUlcera ao SD57 e
para duas uUlceras nas 4 semanas de acompanhamento. Para 5
pacientes, observou-se uma melhoria definida com uma
diminuigdo superior a 30% na area superficial. O tratamento
falhado, o gqual foi definido como nenhuma redugao no
tamanho da UuUlcera ou um aumento do tamanho na uUlcera
durante o periodo do estudo, foi observado em 4 pacientes

tratados com Allox.

Conclusdo do estudo clinico

Os tratamentos semanais com Allox ao longo de um
periodo de 8 semanas foram considerados seguros e nao
téxicos para os pacientes com Ulceras crdnicas na perna. As
duas infecgdes na uUlcera que poderiam estar associadas ao

tratamento ficaram resolvidas antes do fim do estudo. As
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infecgdes moderadas de Ulceras sao relativamente comuns no
caso de nao se respeitar uma higiene correcta.

Cinco pacientes mostraram uma redugao superior a 30%
da &area no final do periodo de acompanhamento, tendo 2
pacientes apresentado um fecho completo da UGlcera. A parir
deste pequeno estudo, observou-se uma tendéncia de resposta

4" 2

para Ulceras “jovens” (< 6 meses).
EXEMPLO 7: teste das diluigdes éptimas de Tisseel VH (cola
de fibrina) e de plasma humano convencional

A fibrina constitui um polimero bioldégico potencial
que pode ser utilizado para colocar em suspensao e prender
misturas de células para fins terapéuticos. A fibrina
polimerizada ¢é «criada por mistura de fibrinogénio e
trombina nas concentracgdes adequadas. Na matriz apresentada
na fig. 3, foram testadas diversas diluigdes de
fibrinogénio (Tisseel, Baxter) e de trombina (Tisseel,
Baxter) quando ao seu efeito sobre o processo de
polimerizagao e quanto a criagao do produto final fibrina.
As diluigdes consideradas estavam compreendidas entre 1/4 e
1/80 dos componentes de fibrinogénio e de trombina
originais fornecidos no estojo TissuCol. No estojo Tisseel
original, o) fibrinogénio possuia uma concentragao
compreendida entre 75 e 115 mg/mL, ao passo que a trombina
possuia uma concentragao de 500 IU/mL. Para este estudo,

2+

diluiu-se o fibrinogénio em HBSS sem Ca’’ e Mg”' e diluiu-se

a trombina em HBSS com Ca’’ e Mg“'.
Como caracteristicas de fibrina consideradas refere-se
o0 tempo de polimerizacgao (segundos), a consisténcia e a

forca mecédnica. Criou-se o polimero de fibrina utilizando

uma técnica de pulverizagao, na qual se combina uma
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pulverizagao de fibrina com uma pulverizagao de trombina
numa Unica cavidade de uma placa de cultura com 24
cavidades. As condigdes foram repetidas em triplicado. O
volume de pulverizagao utilizado foi de 130 ulL por
pulverizacgao.

Todas as diluic¢des consideradas permitiram a formagao
de um polimero de fibrina, embora as propriedades do
polimero de fibrina tenham variado bastante em fungao das
diluig¢des utilizadas. A consisténcia e a forga mecanica da
fibrina foram classificadas utilizando a escala (-, +, ++,
++4+) em gue o simbolo - foil considerado fraco e o simbolo
+++ foi considerado excelente. Classificagdes de ++ ou de
+++ foram consideradas aceitaveis para utilizacdo potencial
para suspender células para aplicagdes terapéuticas. As
condic¢des de diluicao maxima de fibrinogénio foram de 1/20
de fibrinogénio e 1/8 de trombina, ao passo gue as
condic¢des de diluicdo maxima de trombina foram de 1/4 de
fibrinogénio e 1/40 de trombina.

Além disso, também foi utilizado plasma normal como
material de matriz para a producdo de uma cola bioldgica
para prender as células ao local de aplicagdo numa ferida.
as misturas preparadas por pipetagao de plasma humano
normal nao diluido em conjunto com trombina numa diluicéao
de 1/50 permitiu a formagdo de um coagulo ou polimero de
fibrina. Este polimero de fibrina mostrou caracteristicas
de manuseamento semelhantes as de colas de fibrina
comercialmente disponiveis, o que sugere que pode servir
como substituto para Tisseel VH ou Tissucol da Baxter e

produtos a base de fibrina concentrados da Haemacure APR.
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EXEMPLO 8: comparagdo da 1libertagcdo de factor de
crescimento em células pulverizadas versus ndo pulverizadas.

A fig. 4 mostra a secregao de factores de crescimento
a partir de células presas a uma matriz de fibrina, de
acordo com os métodos da presente invencgao. Avaliou-se a
secregao de VEGEF e GM-CSF a partir de meio condicionado
durante 24 horas, durante o segundo dia apds a produgao da
matriz celular de fibrina. Mediu-se a secregao de DbFGF em
extractos obtidos a partir da matriz celular 48 horas apés
a produgaoc. Para impedir o crescimento de células, tratou-
se os fibroblastos e o0s queratindécitos humanos primarios
com 8 ug/mL de mitomicina durante cinco horas. Enxaguou-se
as células com HBSS sem Ca’’ e Mg%y antes de tripsinizacgao.

Aplicou-se as células wutilizando uma bomba de

pulverizagao que distribui 50 plL por pulverizacgao.

Proporgdo entre queratindcitos:fibroblastos = 1:4

2 pulverizacdes (1,5 x 10° células): 100 pnL (15
milhdées de células/mL) do componente (células + trombina) +
100 pL do componente fibrinogénio.

4 pulverizacdes (3 x 10° células): 200 pL (15 milhdes
de células/mL) do componente (células + trombina) + 200 uL
do componente fibrinogénio.

Nido pulverizada (1,5 x 10° células): 100 uL (15
milhdes de células/mL) do componente (células + trombina) +

100 pL do componente fibrinogénio.

Propor¢cdo entre queratindcitos:fibroblastos = 1:1

Nio pulverizada (2 x 10° células): 250 uL (8 milhdes
de células/mL) do componente (células + trombina) + 250 puL

do componente fibrinogénio.
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A fig. 4 compara a quantidade de factores de
crescimento segregados produzidos pelas preparagdes de
células e fibrina apds a pulverizacao de doses diferentes
de células em cavidades individuais de uma placa de cultura
com 24 cavidades. A figura também mostra as quantidades de
secrecao de factor de crescimento guando as preparagdes de
células e fibrina sao preparada por simples pipetacao (nao
pulverizadas) . Uma comparagao entre preparacgdes
pulverizadas e nao pulverizadas indica que a uma diminuigao
na secrecao de VEGF medida, ao passo que os niveis de
secrecao de GM-CSF e de DbFGF sao comparaveis. Além disso,
um aumento de 2 para 4 pulverizagdes da& origem a niveis de
secregao mais elevados de factores de crescimento pelas
células, o gque sublinha a possibilidade de dosagem dos
factores de crescimento alterando o nUmero de células. GM-
CSF e VEGF segregados foram doseados em meio de cultura, ao
passo que bFGEF foil doseado na matriz de fibrina. Os dados
sdo apresentados como média + MDP (n=4, pulverizacao; n=3,

nao pulverizado).

EXEMPLO 9: comparagdo da produgdo de factor de crescimento
por proporgdes diferentes entre células de queratindcitos:
:fibroblastos

Na fig. 5a e na fig. 5b, é efectuada uma comparacgao
entre os factores de crescimento libertados a partir de
células presas numa matriz de fibrina. A matriz celular de
fibrina ¢ formada por meio da pulverizagdo de uma ou de
duas pulverizacgdes do componente 2 (células + trombina) com
uma ou duas pulverizacgdes do componente 1 (fibrinogénio).
Utilizou-se uma concentragcao de 15 x 10° células/mL no

componente 2 e a bomba de pulverizacgao utilizada distribuiu
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um volume de 70 pL por pulverizagao. Para interromper o
crescimento de c¢élulas, tratou-se os fibroblastos e o0s
queratindécitos humanos primdrios com 8 ug/mL de mitomicina
durante 5 horas. Enxaguou-se as células com HBSS sem ca’t e
Mg’*, antes de tripsinizacéo.

Na fig. 5a, uma pulverizacao (1,05 x 10° células) = 1
pulverizacdao de células + trombina (70 pL) e 1 pulverizacgao
de fibrinogénio (70 pL). Na fig. 7b, duas pulverizagdes
(2,1 x 10° células) = 2 pulverizagdes de células + trombina
(140 pL) e 2 pulverizagdes de fibrinogénio (140 nL).

As figs. ba e b5b demonstram que a mistura de
gqueratinécitos e fibroblastos em proporgdes diferentes,
mantendo constante o nuUmero total de células, proporciona
caracteristicas variaveis de secregcao de factor de
crescimento. Adiciona-se os queratindcitos aos fibroblastos,
observando-se um aumento na secreg¢ao de GM-CSF. Para uma
pulverizacgao, em proporgdes entre gueratindcitos:
:fibroblastos de 1:24 a 1:8 atinge-se um patamar para a
produgdo de GM-CSF. Uma nova adigdo de queratindcitos ao
segundo componente da preparagao de células da invengao nao
parece proporcionar uma vantagem em termos da secregdo de
GM-CSF.

Considerando as preparagdes de duas pulverizagdes, em
proporgdes entre queratindcitos:fibroblastos de 1:49 a 1:1
a secrecao de GM-CSF ultrapassa 5000 pg/dia. Ao passo que a
secrecao de GM-CSF é a mails elevada para proporgdes entre
queratindécitos:fibroblastos de 1:4, é aparente que o
aumento mais elevado na secrecao de GM-CSF ¢ obtido quando
se passa de uma proporcgao de 1:99 para 1:49.

Além disso, também é evidente gue a producgao de VEGE é

extremamente dependente da proporg¢ao entre queratindcitos e
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fibroblastos no componente 2. Nas experiéncias ilustradas
nas figs. 5a e b5b, parece existir uma secrecdao optima de
VEGEF prdéximo de uma proporcao entre qgueratindcitos:
:fibroblastos de 1:8, uma vez gue um novo aumento de no
numero de queratindécitos da origem a uma diminuicdo na
quantidade de VEGF segregada.

Em diferentes proporgdes entre células, a aplicacgao de
um numero superior de pulverizagbes também da origem a um
aumento nos niveis de secrecao de factor de crescimento. Os
dados Sao apresentados como média + MDP (n=4, 1

pulverizacao; n=3, 2 pulverizacgdes).

EXEMPLO 10: comparagdo entre o armazenamento a -160°C e a -
802C durante uma semana

A fig. 7 ilustra uma comparacgao da secrecao de factor
de crescimento por células crioconservadas armazenadas a
-160°C versus a -80°C durante um periodo de uma semana. O
crioprotector utilizado nesta experiéncia foli uma solugao
de glicerol a 10% com 10% de trombina (Tisseel, Baxter) e a
proporgao entre queratindcitos:fibroblastos utilizada foi
de 1:1. Antes da crioconservagao, separou-se as células das
suas superficies de cultura utilizando tripsina e depois
irradiou-se utilizando irradiagao gama (V) a 80 Gy.
Utilizou-se um congelador com taxa controlada para
arrefecer gradualmente as preparacgdes de células até -80°C.
Depois de se descongelar uma semana mais tarde, misturou-se
por pulverizagao uma pulverizacgao (130 ulL) da preparagao de
células (1,3 milhdes de células a 10 milhdes de células/mL)
com uma pulverizacao (130 pL) de fibrinogénio em cavidades
individuais de uma placa de petri com 24 cavidades. Os

resultados mostram a secrecaco durante o dia 2 para trés
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amostras armazenadas durante uma semana a -160°C e quatro
amostras armazenadas durante uma semana a -80°C, em
comparagao com uma amostra fresca de controlo (nao
congelada) que contém o mesmo crioprotector. Preparou-se
uma dose GM-CSF e VEGF segregado em meio de cultura, ao
passo que se preparou uma dose de DbFGF na matriz de
fribrina. Os dados de secrecao indicam gue as temperaturas
de -80°C e de -160°C sao adequadas para armazenamento,
embora a temperatura de -160°C possa ser preferivel quando
se utiliza uma solugao de glicerol a 10%. Os dados sao

apresentados como média + MEP (n=4).

EXEMPLO 11: comparagdo da secregdo apdés armazenamento de
uma semana a —-802C em 10% de glicerol versus 15% de Glicerol.

A fig. 8 mostra uma comparagao da secregao de GM-CSF,
VEGEF e bFGF por células crioconservadas a -80°C em 10% de
glicerol versus em 15% de glicerol, durante um periodo de
uma semana. A proporgao entre qgueratindcitos:fibroblastos
utilizada neste exemplo foi de 1:1, misturados com 10% de
trombina (Tisseel, Baxter) e com um crioprotector. Antes da
crioconservagao, separou-se as células das suas superficies
de cultura wutilizando tripsina e depois irradiou-se
utilizando irradiagao gama (y) a 80 Gy. Utilizou-se um
congelador de taxa controlada para arrefecer gradualmente
as preparagdes de células até -80°C. Depois de se
descongelar uma semana mais tarde, misturou-se por
pulverizagao uma pulverizagao (130 pL) da preparagao de
células (1,3 milhdes de células a 10 milhdes de células/mL)
com uma pulverizacao (130 pL) de fibrinogénio em cavidades

individuais de uma placa de petri com 24 cavidades.
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Os resultados mostras a secrecao de GM-CSF, VEGEF e
bFGF durante o dia 2 para quatro amostras armazenadas
durante uma semana a -80°C, utilizando 10% de glicerol, e
quatro amostras armazenadas durante uma semana a -80°C,
utilizando 15% de glicerol, em comparag¢ao com amostras
frescas de controlo (nao congeladas) dgque contém as mesmas
concentragdes de crioprotector. Observa-se uma tendéncia
para uma secregdao de proteinas mais elevada nas amostras
armazenadas em 15% de glicerol versus as mantidas em 10% de
glicerol. Preparou-se uma dose de GM-CSF e VEGF segregados
em meio de cultura, ao passo gue se preparou uma dose de
bFGF na matriz de fibrina. Os dados sao apresentados como

média + MEP (n=4).

EXEMPLO 12: comparagd3o da secregdo apdés uma semana de
armazenamento a -802C em 15% de glicerol versus 15% de
glicerol + 5% de HSA

A fig. 9 mostra uma comparagao da secregao de factor
de crescimento por células crioconservadas a -80°C em 15%
de glicerol versus 15% de glicerol + 5% de albumina do soro
humana (HSA) (Griffols), durante um periodo de uma semana.
A proporgcao entre queratindcitos:fibroblastos utilizada
neste exemplo foi de 1:3, misturados com 10% de trombina
(Tisseel, Baxter) e com um crioprotector. Antes da
crioconservagao, separou-se as células das suas superficies
de cultura utilizando tripsina e depois irradiou-se
utilizando irradiagao gama (y) a 80 Gy. Utilizou-se um
congelador de taxa controlada para arrefecer gradualmente
as preparagdes de células até -80°C. Depois de se
descongelar uma semana mais tarde, misturou-se  por

pulverizagao uma pulverizagao (130 pL) da preparagao de
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células (1,3 milhdes de células a 10 milhdes de células/mL)
com uma pulverizagao (130 uL) de fibrinogénio em cavidades
individuais de uma placa de petri com 24 cavidades. Os
resultados mostram a secrecao de GM-CSF, VEGEF e DbFGF
durante o dia 2 para trés amostras armazenadas durante uma
semana -80°C utilizando 15% de glicerol e trés amostras
armazenadas durante uma semana -80°C wutilizando 15% de
glicerol + 5% de HSA (Griffols), em comparagao com amostras
frescas de controlo (ndao congeladas) gque contém o0s mesmos
crioprotectores. Os dados de secrecgao indicam que a adigao
de albumina do soro humana melhora a formulagcao de produto
congelado, permitindo niveis superiores de secregao de
proteinas. O0Os dados sao apresentados como média + MEP

(n=4) .

EXEMPLO 13: biocactividade de misturas de queratindécitos e
fibroblastos apdés armazenamento de longa duragdo a -80°C

A fig. 10 4ilustra a secregcao de GM-CSF e VEGEF de
proteinas humanas pelas preparacgbes de células, apds o
armazenamento a uma temperatura de -80°C, durante periodos
prolongados. Sao apresentados dados provenientes de trés
lotes de produgdo clinica em separado. Os lotes que contém
uma proporcgao entre fibroblastos e queratindcitos humanos
primdrios de 1:1 numa concentragdo final de 10 x 10°
células/mL foram irradiados utilizando irradiacdo gama (V)
a 80 Gy e congelados numa solugao que contém trombina, 15%
de glicerol e 5% de albumina do soro humana. Descongelou-se
amostras provenientes de cada lote de producgao apds 1, 4, 8
e 12 semanas de armazenamento a -80°C. As amostras
descongeladas foram subsequentemente pulverizadas em placas

com 24 cavidades para testes. Nas cavidades individuais,



79

mistura-se uma pulverizagdo unica (130 uL) de células +
trombina + crioprotector com uma pulverizacgao uUnica (130
pL) de fibrinogénio. A mistura destas duas pulverizagdes
cria uma matriz de polimero de fibrina gque contém
fibroblastos e gqueratindcitos vivos. A secregao de
proteinas pelas células presas na matriz de fibrina ¢é
determinada durante o dia 2 (o periodo restante entre 24
horas e 48 horas apds descongelamento).

A secregao de GM-CSF e VEGF para o meio por
preparagoes de células descongeladas permanece
relativamente estavel ao longo de um periodo de
armazenamento de 3 meses a -80°C. Foram observadas
variagdes ligeiras na secregao de GM-CSF de lote para lote,
embora a secregdo no mesmo lote parega estavel, em média,
tanto em termos de uma perspectiva de lote para lote como
em termos do mesmo lote de produgao individual. Estes dados
indicam que, no que diz respeito a secregcdo de GM-CSF e
VEGF, o produto é estavel num estado criogénico a -80°C
para periodos até pelo menos 12 semanas. Os dados sao

apresentados como média * MEP.

EXEMPLO 14: comparagdo da secregdo apdés uma semana de
armazenamento a -80°C para proporgdes diferentes entre
queratindécitos:fibroblastos

A fig. 11 mostra a secregao de factores de crescimento
a partir de formulagdes de preparacdes de células
crioconservadas apds uma semana de armazenamento a -80°C. O
grafico mostra as diferengas na secregdo para diversas
proporgdes entre queratindécitos:fibroblastos humanos
primarios, incluindo 1:0, 1:1 e 1:9, bem como as diferencas

associadas as concentragdes totais de células 5, 10 e 20
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milhdes de células/mL. Antes da crioconservagao, separou-se
as células das suas superficies de cultura utilizando
tripsina e depoils irradiou-se utilizando irradiagao gama
(y) a 80 Gy. Utilizou-se um congelador de taxa controlada
para arrefecer gradualmente as preparacdes de células até
-80°C. Depols de se descongelar uma semana mais tarde,
misturou-se por pulverizagao uma pulverizacao (130 pL) da
preparacao de células (5, 10 e 20 milhdes de células/mL)
com uma pulverizacao (130 pL) de fibrinogénio em cavidades
individuais de uma placa de petri com 24 cavidades.

Uma comparagao entre os dados de secregao para a
proporgado de 1:0 e a proporgao de 1:1 mostrou a importancia
da adigado de fibroblastos aos queratindcitos em termos de
produgao de GM-CSEF e VEGF. Em todos os casos, observou-se
uma relacao dependente de célula-dose com a secrecao dos
factores de crescimento durante o segundo dia apds o
descongelamento. Os dados também demonstram gque a redugao
do nUmero de queratindcitos (isto é, a redugao da proporgao
entre queratindcitos:fibroblastos pata 1:9) nao deu origem
a uma redugao na secrecgao global de factor de crescimento.
Estes resultados estao em conformidade com os dados obtidos
para preparagdbes de células “frescas” (nadao congeladas)
(veja-se o exemplo 9, supra) e sugerem dJue apenas sao
necessarias quantidades minimas de queratindcitos para
produzir o efeito sinérgico alcancado pela mistura de
queratindécitos e fibroblastos. Este estudo também demonstra
que os fibroblastos desempenham um papel importante na

produgao de VEGFE por preparacgdes de células.
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EXEMPLO 15: comparagdo da secregdo do factor de crescimento
em amostras frescas e crioconservadas armazenadas a -802C

Antes da crioconservacgao, separou-se as células das suas
superficies de cultura wutilizando +tripsina e depois

irradiou-se utilizando irradiagcao gama (y) a 80 Gy. As

concentragdes de células testadas incluem 5, 10 e 20
milhdes de células/mL (com uma proporcgao entre
gueratindécitos:fibroblastos de 1:1), cada uma delas

misturada com 10% de trombina (Tisseel, Baxter) e com o
crioprotector. Utilizou-se um congelador de taxa controlada
para arrefecer gradualmente as preparacdes de células até
-80°C. Depolis de se descongelar uma semana mais tarde,
misturou-se por pulverizagao uma pulverizagao (130 pL) da
preparacao de células (5, 10 e 20 milhdes de células/mL)
com uma pulverizacao (130 pL) de fibrinogénio em cavidades

individuais de uma placa de petri com 24 cavidades. Para se

avaliar a alteracao em amostras congeladas
(crioconservadas), efectuou-se a crioconservacgao de 3 tubos
em separado durante uma semana -80°C. Apds o)

descongelamento, foram preparadas cinco amostras por tubo.
Os dados apresentados no gquadro 8 sao a média das 15
amostras disponiveis para cada condigdao. O0Os dados de
secrecao reprodutiveis observados nos trés tubos congelados
e descongelados por condigbdes atestam a qualidade do método
de crioconservacgao. Para as preparagdes frescas, foram
preparadas 3 ou 4 amostras. Observou-se que a secregao de
GM-CSEF e VEGF por preparagdes frescas tripsinizadas e
preparacdes de células congeladas aumenta a medida em que a
densidade de c¢élulas na matriz de fibrina aumenta de 2,5
para 5 para 10 milhbées de células/mL (correspondendo a 5,

10 e 20 milhdes de células/mL encontradas nas preparacdes
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congeladas originais). Tal facto ilustra ainda o potencial
dos efeitos terapéuticos da dose por tratamentos com base

em células.

Quadro 8
Nome da amostra N2 da GM-CSF (pg) VEGF (pg)
amostra Média | MEP | % Média | MEP | %
fresco fresco
5 milhdes/ml, 4 40 14 100 1433 289 100
fresco
10 milhdes/ml, 4 270 128 | 100 3418 1293 | 100
fresco
20 milhdes/ml, 3 751 16 100 5628 1150 | 100
fresco
5 milhdes/ml, 1 15 81 11 202,5 986 96 68,8
semana a -80°C
10 milhdes/ml, 1 15 254 21 94,1 2135 | 254 62,5
semana a -80°C
20 milhdes/ml, 1 15 554 51 73,8 3462 335 61,5
semana a -80°C

EXEMPLO 16: avaliagdo da seguranga da preparagdo de células
congelada da invencgéao

Avaliou-se a segurancga da preparagcao de células
congelada para o processo de cura de feridas da invencao
num estudo de fase I aberto, multicentro. A preparacao de
células era constituida por um estojo que continha os dois
componentes. O componente 1 era uma suspensao de
fibrinogénio e componente 2 era uma suspensao de
queratindécitos e fibroblastos misturados em trombina e num
crioprotector. As preparacgdes de células foram congeladas

-80°C, enviadas para o0s locais clinicos a -80°C e
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armazenadas a -80°C no local, até a sua wutilizacao.
Imediatamente antes da utilizacgao, descongelou-se a
preparagao de células num banho de &agua aquecido. Apds o
descongelamento, os dois componentes (fibrinogénio) e
(células + trombina +crioprotectores) forma sequencialmente
aplicados por pulverizagao sobre o local da ferida,
formando uma matriz de fibrina fina que contém
queratinécitos e fibroblastos vivos. Catorze pacientes com
Ulceras venosas crénicas na perna gue nao respondem ao
tratamento convencional com coberturas e compressao pelo
menos durante 4 semanas (fase de desenvolvimento) foram
inscritos em 5 centros na Holanda e nas Antilhas Alemas. Os
tamanhos das Ulceras no nivel de base estavam compreendidos
entre 0,3 e 20,4 cm2 {(média de 5,8). Em simultdneo com o
tratamento convencional, aplicou-se entdao a preparagao de
células uma vez por semana durante 12 semanas ou até o
fecho completo, conforme o que tiver lugar em primeiro
lugar.

Nao foram registados eventos adversos em relagao a
esta preparagao de células. Desconfiou-se dque duatro
eventos moderados a graves pudessem ser atribuidos a
preparacgao de células (3x dor da ulcera, 1x aumento do
tamanho da uUlcera). Além disso, nao foram observados sinais
clinicos de infeccédo da ferida. Observou-se o fecho
completo na semana 12 em 10 pacientes, 7 dos quais até as 4
semanas € 3 no intervalo entre as 4 e as 12 semanas de
tratamento. O tempo médio de fecho foi de 5,4 semanas.

Concluindo, a preparacao de células da invencao é
segura e ¢é bem tolerada para o tratamento de Ulceras

venosas crdnicas na rerna.
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EXEMPLO 17: aplicagdo de pulverizagdo de queratinécitos e
fibroblastos vivos como revestimento de feridas
biologicamente activo

Os fibroblastos e queratindcitos primdarios que residem
na pele, segregam naturalmente um conjunto de factores de
crescimento e de citoquinas qgque actuam para estimular uma
resposta para a cura de feridas, apdés a interrupcao da
barreira cutdnea. Para imitar este ©processo natural,
desenvolveu-se um revestimento para feridas com base em
células vivas para o tratamento de Ulceras venosas
crdénicas. Este é constituido por dois componentes: 1) uma
solugao de fibrinogénio e 2) uma suspensao de
queratindécitos e fibroblastos em trombina e num
crioprotector. O produto é armazenado num estado congelado
a -80°C até ao momento da sua utilizacao, momento esse em
gque ¢é descongelado, sendo os dois componentes aplicados
sequencialmente sobre a superficie da ferida utilizando um
aplicador por pulverizagao. Deste modo, a polimerizagao da
fibrina tem lugar na ferida, em que as células
administradas ficam presas numa cama fina de fibrina no
local da tulcera.

Observou-se que misturas de gueratindcitos e
fibroblastos primarios, com crescimento interrompido,
alogeneicos segregam niveis diferentes de proteinas
terapéuticas (VEGF, HGF, GM-CSF, DbFGF e KGF), dependendo
das proporgdes utilizadas. A secrecgao de GM-CSF depende da
sinergia proveniente da presenca mutua de fibroblastos e
queratindécitos. O aumento da concentragdo em c¢élulas no
revestimento final para feridas desde 1,25 x 10° células/mL
até 5 x 10° células/mL proporcionou uma secrecgao elevada de

factores de crescimento e de citoquinas. Estudos
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preliminares demonstraram gque as preparagdes de células
permanecem biologicamente activas pelo menos durante 2

meses quando armazenadas a -80°C.
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REIVINDICACOES
1. Composigao para a regeneragao de tecidos que
compreende:
(a) um primeiro componente que compreende

fibrinogénio, em que o primeiro componente estd sob a forma
de uma pulverizacao e

(b) um segundo componente que compreende trombina e
células alogeneicas mitoticamente inactivadas, em gque o
segundo componente estd sob forma de uma pulverizagdo e em
gque as células compreendem um ou varios queratindcitos e
fibroblastos que segregam uma ou varias moléculas
biologicamente activas seleccionadas entre o conjunto
constituido por GM-CSF, VEGF, KGF, bFGF, TGFB,

angiopoietina, EGF, IL-1p3, IL-6, IL-8, TGFx e TNF«x.

2. Composigao para a regeneracao de tecidos de acordo com

a reivindicagdo 1, em gque um ou vVvarios gueratindcitos e

fibroblastos sao fibroblastos e queratindécitos
diferenciados.
3. Composigao para a regeneragao de tecidos de acordo com

a reivindicacdo 1, em gue um ou varios gqueratindécitos e
fibroblastos sao mitoticamente inactivados por meio da
administragao de mitomicina C ou de outros inibidores
mitdéticos gquimicamente associados, por irradiacdo com raios

Y, por irradiagao com raios X ou por irradiagao com luz UV.

4. Composigao para a regeneracao de tecidos de acordo com
a reivindicagao 1, em gque o primeiro componente compreende

ainda colagénio, alginato, plasma sanguineo ou guitosano.



5. Composigao para a regeneragao de tecidos de acordo com
a reivindicagao 1, em gque o segundo componente compreende

ainda um crioprotector.

6. Composigcao para a regeneragao de tecidos de acordo com
a reivindicagao 5, em que o crioprotector é seleccionado
entre o conjunto constituido por uma solugao de glicerol a
10%, uma solugao de glicerol a 15% e uma solugao de 15% de

glicerol e 5% de albumina do soro humana.

7. Composigao para a regeneragao de tecidos de acordo com

a reivindicagao 5, em que o crioprotector é glicerol.

8. Estojo que compreende a composigaoc para a regeneracao

de tecidos de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 7.

9. Estojo de acordo com a reivindicagao 8, em dque o
primeiro componente e o) segundo componente sao
crioconservados antes do envio e subsequentemente

descongelados antes da sua utilizacgao.

10. Estojo de acordo com a reivindicagao 9, em que o
primeiro componente e o segundo componente estao contidos
num recipiente separado que possul uma tampa roscada
removivel, em que o recipiente é estéril e & preparado de
um material resistente a temperaturas reduzidas e em que a
tampa removivel pode ser substituida por uma bomba de
pulverizacao apds o descongelamento do primeiro e do

segundo componentes antes da utilizacao.



11. Estojo de acordo com a reivindicagao 10, em que a bomba
de pulverizacao distribui um volume aproximadamente de 130

uL por pulverizagao.

12. Estojo de acordo com a reivindicagao 10, em que o
material resistente a temperaturas reduzidas é seleccionado
entre o conjunto constituido por vidro, polipropileno,

polietileno e acetato de etileno-vinilo (EVA).

13. Estojo de acordo com a reivindicagcao 10, em que os
recipientes sao selados numa bolsa ou contentor antes da
crioconservagao, em que a bolsa ou o contentor é fabricado
num material que é capaz de suportar temperaturas
compreendidas entre -80°C e -196°C e em que a bolsa ou o
contentor protege o primeiro e o segundo componentes de

contaminagao durante a crioconservagao e subsequente

descongelamento.

14. Estojo de acordo com a reivindicacao 13, em que a
bolsa ou o contentor € a prova de agua e possui um elevado

desempenho de barreira.

15. Composicao para a regeneracgao de tecidos de acordo com
a reivindicagao 1, em gque o segundo componente compreende
entre cerca de 1 X 10° células/pL e cerca de 50 X 10°

células/puL de células alogénicas mitoticamente inactivas.

16. Composigao para a regeneragao de tecidos de acordo com

a reivindicagdo 3, em gque um ou vVvarios qgueratindcitos e



fibroblastos sadao mitoticamente inactivados com mitomicina

C.

17. Composicgao para a regeneragao de tecidos de acordo com
a reivindicagdo 3, em gue um ou varios queratindécitos e
fibroblastos sao mitoticamente inactivados por irradiacgao

com raios v.

18. Composigao para a regeneragao de tecidos de acordo com
a reivindicagdo 3, em gque um ou VAarios qgueratindcitos e
fibroblastos sao mitoticamente inactivados por irradiacao

com raios X.

19. Composicgao para a regeneragao de tecidos de acordo com
a reivindicagdo 3, em gue um ou varios queratindcitos e
fibroblastos sao mitoticamente inactivados por irradiacgao

com luz UV.

20. Composigcao para a regeneragao de tecidos de acordo com
a reivindicagao 5, em que o crioprotector é uma solucgao de

15% de glicerol e 5% de albumina do soro humana.

21. Composigcao para a regeneragao de tecidos de acordo com
uma das reivindicagbes 1 a 7 e 15 a 20, para utilizagao na
regeneracao de tecidos, em que a composigao para a
regeneragcao de tecidos é administrada por via tépica a um

local de ferida de um paciente que necessite de tratamento.

22. Composigao para a regeneragao de tecidos para

utilizacao de acordo com a reivindicacao 21, em gque o0s



referidos primeiro e segundo componentes sao administrados

por via tdépica ao local da ferida no paciente.

23. Composigao para a regeneragcao de tecidos para
utilizagao de acordo com a reivindicacao 21, em qgue oS
referidos primeiro e segundo componentes sao combinados no

local da ferida.

24. Composigao para a regeneracao de tecidos para
utilizagao de acordo com a reivindicagao 21, em que oS
referidos primeiro e segundo componentes sao combinados em

ar antes de atingirem o local da ferida.

25. Composigao para a regeneragcao de tecidos para
utilizagao de acordo com a reivindicagao 22, em gue o
referido primeiro componente é aplicado ao local da ferida
antes do referido segundo componente ser aplicado ao local

da ferida.
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FIG. 1
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FIG. 2
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COMPARAgﬁo DO FACTOR DE CRESCIMENTO LIBERTADO A PARTIR DE
CELULAS PULVERIZADAS E NAO PULVERIZADAS
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COMPARAQAO DA PRODUQAO DE FACTOR DE CRESCIMENTO POR
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COMPARAQAO DA PRODUQAO DE FACTOR DE CRESCIMENTO POR

BRECBECAO DE PHOTEINAS DURANTR © OIA 2 ipg

DIFERENTES PROPORQ@ES ENTRE QUERATINOCITOS:

10000 -,
9000 -
8000 -
7000~
6600
50004
4000~
3000~
2000

100 -

FIBROBLASTOS - 2 PULVERIZAQ@ES

raoponcie e |

B enopongdo 08 14
Tl snopcagio 0¥ L8

3 sroporGic D BF4
 exowongio o2 149
8 proponcic pE RO
W smopoacko 0F 1909
O sroeoncio bR (1)

¢

GMW-CSF

FIG. 6A




7/13

3

58

3

57 80

T T T S T S e T T

S, N, Y,

o K, G

R .f ?

Y

‘
!
z

R W e et

-

.20

§25

FIG. 6B



8/13

7

FIG.



SECRECAD DURANYX O NI 2 {pg}

9/13

COMPARACAO ENTRE O ARMAZENAMENTO A -160°C E A -80¢C,
DURANTE 1 SEMANA
PROPORGCAO ENTRE GLICEROL A 10% — QUERATINOCITOS:
FIBROCLASTOS (1:1), 10 MILHOES DE CELULAS/ml, 1
PULVERIZAGAO (130 ul), 24 CAVIDADES
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COMPARAGAO DA SECREGAO, APOS ARMAZENAMENTO DURANTE 1 SEMANA
A -802C, ENTRE 10% DE GLICEROL E 15% DE GLICEROL; 10
MILHOES DE CELULAS/ml
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PULVERIZAGAO (130 ul)
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CRIOCONSERVAGCAO E 1 SEMANA DE ARMAZENAMENTO DE PREPARAGOES

DE CELULAS A -80°C, 15% DE GLICEROL VS. 15% DE GLICEROL +

5% DE HSA (GRIFFOLS); 10 MILHOES DE CELULAS/ml, PROPORGAO
ENTRE Q:F (1:3), 130 ul, 1 PULVERIZAGAO
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EFEITO DO ARMAZENAMENTO DE LONGA DURAQAO A -80°C SOBRE A
SECREQAO DE FACTOR DE CRESCIMENTO A PARTIR DE
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SECREGCAO POR PREPARACAO DE CELULAS DESCONGELADAS QUE FORAM
CONGELADAS E ARMAZENADAS DURANTE 1 SEMANA A -802°C;
PROPORGCOES ENTRE QUERATINOCITOS: FIBROBLASTOS (1:0, 1:1 E
1:9), A 5, 10 E 20 MILHOES DE CELULAS/ml, 1 PULVERIZAGAO
(130 ul), 24 CAVIDADES (n=15)
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