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laminina diluida em um meio a pH acido na presenga de um cation
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nervoso, muscular, epitelial e conjuntivo, também sao objetos desta
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Relatorio Descritivo

Patente de Invengado: “Polimeros Acidos Protéicos, Processos de
Producio, Uso de Polimeros Acidos Protéicos, Composi¢cao Farmacéutica
e Método de Tratamento”

Campo da Invencao

A presente invengao se refere a polimeros acidos protéicos, ao processo

de polimerizagdo de uma proteina em meio acido e ao uso do dito polimero

protéico. Mais especificamente, a proteina polimerizada aqui descrita € a
laminina polimerizada, extremamente efetiva como agente promotor da
regeneragao tissular em animais mamiferos humanos ou nao humanos, devido
a seu extraordinario efeito antiinflamatorio.

A invencao também se refere a uma composi¢ao farmacéutica contendo
um polimero acido protéico, voltado para o tratamento de animais mamiferos,
humanos ou ndc humanos, acometidos por lesdes tissulares traumaticas,
degenerativas ou inflamatérias.

O uso dos ditos polimeros acidos protéicos para a produgdo de um
medicamento voltado, principalmente, para o tratamento de lesdes
neurolégicas, raquimedulares, o tratamento de distrofias musculares e de
cardiopatias também é um alvo desta invengao.

O uso dos ditos polimeros acidos protéicos para a producéo de um
medicamento voltado, principalmente, para o tratamento de inflamagdes nos
tecidos nervoso, musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, epitélio
de revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo geral, também e

um alvo desta invengao.
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A invencao também se refere a um método de tratamento de animais
mamiferos humanos ou nao humanos, acometidos por lesdes traumaticas,
degenerativas ou inflamatoérias no grupo de tecidos compreendendo o tecido
nervoso, musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, epitélio de
revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo geral, baseado na
administracdo de um medicamento contendo um polimero acido protéico a um
animal mamifero humano ou ndo humano, acometido de uma lesdo no sistema
Nnervoso.

Finalmente, a invengao trata de um método de tratamento de doengas
inflamatérias baseadas na administracdo de um medicamento contendo um

polimero acido protéico a um animal mamifero ou ndo mamifero.

Antecedentes da Invencao

A laminina é uma proteina da matriz extracelular descrita originalmente
na década de 70 e que possui uma estrutura trimeérica, constituida por uma
cadeia mais longa, a cadeia alfa e duas cadeias mais curtas, chamadas beta e
gama. Estas trés se associam através de interacées “coiled-coil” dando origem
a uma proteina de aproximadamente 800 KDa com a forma de uma cruz. Esta
proteina foi inicialmente purificada de um extrato da massa tumoral de um
tumor de camundongo denominado EHS, que produz um excesso de uma
estrutura laminar conhecida como membrana basal (lamina basal).
Posteriormente descobriu-se que a proteina inicialmente descrita correspondia
a uma isoforma de um conjunto ou familia de proteinas relacionadas, que hoje

conta com 15 membros. A proteina isolada de EHS passou a ser denominada
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laminina-1 (LN-1), e mais recentemente de LN111. A LN-1 é expressa
majoritariamente em tecidos embrionarios, mas também esta presente em
animais adultos, porém néo no tecido nervoso propriamente dito. A expressao
de laminina no tecido nervoso adulto foi detalhadamente estudada em 1989. O
aumento de sua expressdo esta relacionado nitdamente a processos
regenerativos sejam em invertebrados, sejam em regibes do cérebro de
mamiferos onde ocorre crescimento axonal durante a vida adulta.

A patente americana US 4,829,000, de titularidade de The United States
of América as represented by the Secretary of the Department of Health and
Human Service e intitulada “Reconstituted basement membrane complex with
biological activity”, descreve a produgdo e a utilizagdo de um extrato de
membrana basal de camundongos, denominado Matrigel, de onde se pode
extrair a laminina.

A patente americana US 6,632,790, de titularidade de University of
Medicine and Dentistry of New Jersey e intitulado “Laminin 2 and methods for
its use”, descreve a produgao e os possiveis usos da laminina 2 recombinante
humana, também chamada de LN-2, e mais recentemente de LN-211. Um
ponto a ser ressaltado aqui € que a utilizacao desta proteina para o tratamento
de lesbes raquimedulares nao foi prevista naquela patente. Além disso, nao
existe nenhuma sugestéo de que a laminina 2 recombinante humana, assim
como nenhuma outra isoforma da proteina, que pudesse ser polimerizada em
pH acido.

A patente Americana US 5,019,087, de titularidade de American

Biomaterials Corporation e intitulada “Nerve regeneration conduit”, descreve
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proteses tubulares para a regeneragéo de nervos periféricos. As proteses sao
constituidas de colageno | ou colageno | mais laminina. E interessante que
como a solubilizagdo do colageno | demanda pH &cido, no momento da adigao
da laminina o pH ja esta acido. Isto nao feito te forma proposital, apenas
circunstancial.

O pedido interncaional WO 03/035675, intitulado “Biologically active
peptides and their use for repairing injured nerves” descreve pequenos
peptideos derivados da seqléncia da laminina-1, contendo o tripeptideo KDI,
que podem promover a recuperagao dos movimentos ap6s uma transecgéo da
medula espinhal. Nessa patente emprega-se apenas um péqueno fragmento
da proteina.

Em 2000, Freire e Coelho-Sampaio demonstraram que na temperatura
de 35°C a LN-1 em baixas concentragdes (entre 5nM a 60nM) € capaz de se
auto-polimerizar, caso a solugdo em que ela esteja contida seja acida, e de
forma mais efetiva, apresente pH de 4,0. Neste experimento era fundamental
que houvesse o pré-tratamento das cubetas de quartzo, nas quais a laminina
ficava contida, com material antiaderente, no caso, 0 silano. Este tratamento
com silano foi essencial para se manter a laminina polimerizada em seu estado
soluvel e nao aderido as paredes da cubeta de quartzo.

Em 2002, Freire et al, demonstraram que polimeros produzidos a partir
da adsorgcdo em uma superficie de vidro da laminina em pH acido (matriz de
laminina acida) desempenhavam um papel na diferenciacdo e migragdo de
neurdnios embrionarios em cultura de células ou de explantes de tecido

cortical, ou seja, in vitro. Este trabalho ndo apresenta nenhum ensaio in vivo e
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nao faz qualquer demonstragdo de outros possiveis papeis de tais polimeros
de laminina, como por exemplo, a regeneragéo neural.

Dessa forma, a presente invencéo visa preencher todas as lacunas
deixadas no estado da técnica, descrevendo um novo processo, mais eficiente
para produgdo da laminina polimerizada em meio acido e o emprego desta
proteina polimerizada no tratamento de lesdes raquimedulares em modelo
animal.

Sumario da Invencao

E um objeto da invengdo, um polimero acido protéico que possui
propriedades regenerativas e antiinflamatérias de lesdes traumaticas,
degenerativas ou inflamatérias no grupo de tecidos compreendendo o tecido
nervoso, musculo esquelético, muasculo liso, musculo cardiaco, epitélio de
revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo geral; que na
presenca de meio de pH acido e de um cation divalente se polimeriza de modo
independente da presenga da membrana de celular e do meio extracelular.

E um objeto adicional da presente invengao um processo de produgao
de polimeros protéicos produzidos em uma solugao contendo pH acido, a partir
de uma proteina com concentragdo compreendida entre 80 nM e 1uM, sendo
realizado a temperatura entre 10 a 35°C, em meio acido, na presenga de um
cation divalente, durante um periodo de tempo maximo de 12 horas e ocorrer
no interior de recipientes produzidos com material inerte, livre de
contaminantes e sem pré-tratamento com substancias anti-aderentes.

Um outro objeto da presente invengédo trata de uma composigcao

farmacéutica que contém uma quantidade farmaceuticamente eficaz de um
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polimero acido protéico e componentes nao ativos, que sejam
farmaceuticamente aceitaveis.

E ainda um objeto da presente invengdo, o uso dos ditos polimeros
acidos protéicos para a produgdo de um medicamento atil no tratamento de
lesdes traumaticas, degenerativas ou inflamatérias no grupo de tecidos
compreendendo o tecido nervoso, tecido musculo esquelético, musculo liso,
musculo cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo e epitélio-conjuntivo
de modo geral, tais como o tratamento de les6es raquimedulares, pulmonares,
distrofias musculares e cardiopatias em geral, baseado na aplicagdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz dos polimeros protéicos, sobre a regiao
lesada de um animal mamifero humano ou nao humano, portador de uma
leséo.

E ainda um objeto da presente invengao, 0 uso dos ditos polimeros
acidos protéicos para a produgéo de um medicamento Gtil no tratamento de
inflamagdes no grupo de tecidos compreendendo o tecido nervoso, tecido
musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, epitélio de revestimento,
tecido adiposo e epitélio-conjuntivo de modo geral, baseado na aplicagéo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz dos polimeros protéicos em um
animal mamifero humano ou ndo humano, portador de uma lesao.

Um outro objeto desta invengéo se trata de um método de tratamento de
lesBes traumaticas, degenerativas ou inflamatérias do grupo de tecidos
compreendendo o tecido nervoso, musculo esquelético, muasculo liso, musculo
cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo

geral , baseado na administragdo de um medicamento contendo um polimero
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acido protéico a um animal mamifero humano ou nao humano, acometido de
uma lesdo no sistema nervoso.

O (ltimo objeto desta invengao se trata de um método de tratamento de
inflamacées grupo de tecidos compreendendo o tecido nervoso, musculo
esquelético, masculo liso, musculo cardiaco, epitélio de revestimento, tecido
adiposo, epitélio-conjuntivo de modo geral, baseado na administragéb de um
medicamento contendo um polimero acido protéico a um animal mamifero

humano ou nhdo humano.

Descri¢cao das Figuras

A Figura 1 mostra um gréfico de BBB score versus semanas apos a
lesdo, comprovando a eficacia do polimero acido de laminina na melhora da
performance no teste de locomogao em campo aberto (BBB) apéds leséo
medular por compressao. Sao mostrados perfis de recuperagdo funcional
observados apds o tratamento com o pLN(m), comparado aos controles nao
efetivos: laminina diluida em pH 7,0 (e), tamp&o acido sem proteina(V¥),
tampao neutro sem proteina(A).

A Figura 2 mostra a recuperagdo do tecido nervoso onde a leséao
medular por compressao foi induzida, apds a aplicagao do polimero acido de
laminina. Em A controle tratado com tampao acido somente, em B animal
tratado com o polimero acido de laminina, ambos analisados 8 semanas apos a
lesao.

A Figura 3 mostra o efeito de inibi¢éo da proteina GFAP promovido pelo

tratamento com polimero acido de laminina. Em A pode-se observar a area da
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cavidade cistica formada 8 semanas ap6s a lesdo no animal controle tratado
com tampao acido somente. Observa-se também uma elevada expressao de
GFAP. Em B observa-se a diminuicdo da area da cavidade nos animais
tratados com o polimero acido de laminina, bem como a diminuicdo da
expressdo de GFAP. Ambos animais analisados em 8 semanas apo6s a leséo.

A Figura 4 mostra a expressao da proteina indicadora da regeneragéo
neuronal, GAP-43 8 semanas apos a lesdo. Em A, animais controle tratados
com tampao acido somente; em B animais tratados com o polimero acido de
laminina .

A Figura 5 mostra a marcagao para macrofagos (anticorpo ED1), 8
semanas ap6s a lesdao. Em A, animais controle tratados com tampao &cido
somente; em B, animais tratados com o polimero acido de laminina. o)
resultado indica que o efeito do tratamento com o polimero acido de laminina
inclua uma redugdo da inflamagdo através da inibicao da infiltragdo de
macréfagos na regido da lesao.

A Figura 6 mostra os niveis séricos de proteina C reativa uma semana
apo6s a lesdo. A analise dos valores obtidos em cada condigdo revela que o
tratamento com o polimero acido de laminina promove uma diminuicdo da
inflamagao sistémica, corroborando a hipdtese de que a melhora funcional
observada nos animais tratados envolva um efeito anti-inflamatério do
polimero.

A Figura 7 mostra os espectros de espalhamento de luz de amostras do
polimero acido formado pela LN-2 recombinante humana (linha continua) ou

controle em pH 7 (linha tracejada).
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A Figura 8 mostra um grafico de BBB score versus semanas apds a
lesdo de transecgdo. Sao mostrados os perfis de recuperagédo funcional
observados: animais tratados com pLN-1 (A), polimeros de laminina purificada
de placenta humana (m) e pLN-2 (). Como controle é mostrada a recuperacao
obtida na auséncia de laminina(V¥).

A figura 9 mostra o efeito anti-inflamatorio geral do pLN no organismo,
apresentando o numero total de células presentes no lavado broncoalveolar de
camundongos submetidos a inalagédo de LPS.

Descricao detalhada da Invencao

A presente invengao descreve polimeros acidos protéicos que
apresentam atividade regenerativa e antiinflamatéria em lesdes traumaticas,
degenerativas ou inflamatérias tissulares ocorridas no grupo de tecidos
compreendendo o tecido nervoso, musculo esquelético, musculo liso, musculo
cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo
geral; sendo formados pela polimerizagao de uma determinada proteina na
presenca de meio de pH é&cido, de um cation divalente e temperatura
adequados; de modo independente da presenca da membrana celular, da
membrana basal e do meio extracelular, sendo formados in vitro, dentro de
recipientes produzidos em qualquer material inerte, livre de contaminantes e
sem pré-tratamento com substancias anti-aderentes.

Os polimeros acidos protéicos objeto desta invencdo sao formados
preferencialmente pela interagao entre os bragos curtos de cada molécula de
laminina, sem que ocorra a ligagdo cruzada entre bragos longos e curtos da

molécula de laminina.
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Nesta invencao, entende-se por regido lesionada, qualquer érgéo animal
formado pelos tecidos tecido nervoso, musculo esquelético, ni/l'Jscqu liso,
musculo cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo
de modo geral; incluindo o6rgaos tais como cérebro, medula raquidiana,
musculos, coragao, glandulas e pulmao.

Na natureza, também é verificada a existéncia de polimeros de laminina,
que formam uma matriz protéica. A formagéo desta matriz ocorre sem que haja
interagdes cruzadas entre bragos longos e curtos da laminina. O impedimento
de tais interacdes é conseguido em condigdes naturais quando os bragos
longos das moléculas de laminina interagem com os receptores especificos da
membrana celular. Portanto, é essencial que na natureza ocorra a ancoragem
dos bracos longos da laminina aos receptores localizados na membrana celular
para que nao ocorra a interagao cruzada entre os bragos longos e curtos de
moléculas de laminina adjacentes.

No caso dos polimeros de laminina objeto desta invengéo que sao
formados in vitro, a inibigdo das reagdes cruzadas entre as cadeias longas e
curtas das moléculas de laminina adjacentes ocorre devido a acidificagao do
meio em que tais polimeros foram formados. Desta forma a acidificacdo do
meio mimetiza a agéo dos ditos receptores de membrana celular, que estao
ausentes no objeto desta invengao.

Nos testes realizados, foi verificado que a atividade regenerativa tecidual
mediada pelos polimeros acidos proteicos desenvolvidos por esta invengéo, €
aumentada quando ocorre a aplicagdo dos ditos polimeros acidos protéicos

sobre a regigo lesionada em um curto periodo de tempo apos a leséo.
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A maior efetividade dos polimeros acidos protéicos, quando aplicados
sobre a lesdo em um periodo curto de tempo apés o acontecimento da lesao
traumaticas, degenerativas ou inflamatorias ocorre devido a capacidade
antiinflamatoria promovida pelos polimeros &acidos desta invengao. Esta
capacidade antiinflamatéria ocorre, pois tais polimeros acidos protéicos atuam
na manutencdo dos niveis séricos basais de proteina C reativa e, na promogao
da redugio da mobilizagdo de macréfagos para a regiao lesionada. Em tecidos,
como o tecido nervoso, esta preservagdo €& percebida pela redugao da
formacédo de uma cavidade cistica, pela diminui¢ao da expressao de GFAP e
também do numero de astrocitos ativados na regido do dano. Outro
determinante desta preservagéo tissular é a redugado do processo inflamatério
natural que ocorre no local da lesdo, demonstrado pela redugdo do infiltrado de
macroéfagos € manutengdo dos niveis séricos basais de proteina C reativa.
Esses Gltimos efeitos induzidos pelo polimero acido protéico desta invengao,
que torna o ambiente no local da lesao mais permissivo para a ocorréncia
regeneragao, como por exemplo, a regeneragéo axonal e broncoalveolar.

Além disto, também foi verificado que os polimeros acidos protéicos alvo
desta invencao, sao capazes de promover a regeneragio, no grupo de tecidos
compreendendo o tecido nervoso, musculo esquelético, musculo liso, musculo
cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo
geral, devido a ativagéo das rotas celulares de produgéo da proteina associada
ao crescimento-43 (GAP43). Sabidamente, no tecido nervoso, esta proteina
desempenha um importante papel na formagao, regeneragao e plasticidade

dos neuritos.
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Devido aos mecanismos de acdo desempenhados pelos polimeros
acidos protéicos alvo desta invengao, tais polimeros possuem um papel efetivo,
e nunca dantes demonstrado na promog¢ao da regeneragédo de lesoes
traumaticas, degenerativas ou inflamatdrias tissulares em animais mamiferos
humanos e nao humanos.

Os polimeros acidos protéicos alvo desta invengao podem ser Uteis no
tratamento de lesdes traumaticas, degenerativas ou inflamatérias no grupo de
tecidos compreendendo o tecido nervoso, musculo esquelético, musculo liso,
musculo cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo
de modo geral. Preferencialmente, o uso dos ditos polimero acido protéico nao
se restringem somente ao tratamento de lesées raquimedulares e inflamagdes
pulmonares. Pois além de tais polimeros induzem a neuroprotecao e
regeneragéo de fibras nervosas, podendo ser empregados no tratamento de
outras lesdes traumaticas ou degenerativas do sistema nervoso central e
periférico, onde ocorra perda do tecido nervoso, bem como no tratamento de
distrofias musculares, cardiopatias.

Uma vantagem dos polimeros acidos protéicos aqui descritos, € a sua
capacidade de se auto-polimerizar desde que sejam envolvidas em um meio
regulado com o pH acido adequado. Além disso, foi demonstrado que os
polimeros acidos protéicos formados, devido a sua capacidade regenerativa e
antiinflamatéria, sdo capazes de devolver a explantes de cortex cerebral de
animais nascidos a plasticidade neuronal perdida durante o desenvolvimento,

além de promover a regeneragdo morfolégica do tecido nervoso, bem como a
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recuperagao funcional dos animais mamiferos portadores de uma lesao
raquimedular.

Foi demonstrado ainda, que a capacidade antiinflamatéria dos ditos
polimeros &acidos protéicos desta invengéo € sistémico e ndo meramente
localizada, pois ocorre em diferentes tecidos do organismo, tais como; tecido
nervoso, musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, epitélio de
revestimento, tecido adiposo e epitélio-conjuntivo de modo geral.

Os polimeros acidos protéicos que s&o objeto desta invengdo séao
preferencialmente, os agentes terapéuticos mais efetivos ja descritos até hoje
para impedir a degeneracgdo e induzir a regeneragdo do tecido medular e,
consequentemente, permitir a recuperagao da locomogao e sensibilidade dos
animais tratados.

Ainda preferencialmente, os ditos polimeros acidos protéicos desta
invengao sao agentes terapéuticos efetivos no combate a lesées inflamatérias
6rgaos dos sistemas respiratorio e nervoso.

Preferencialmente os polimeros acidos protéicos objeto desta invencao
sdo polimeros de laminina, podendo ser utilizadas para produgédo destes
polimeros de laminina, tanto a LN-1 extraida do tumor murino EHS, a LN-2
recombinante humana ou a LN humana extraida de placenta.

Doravante, os polimeros &cidos protéicos serao simplesmente
chamados de pLN, entretanto, devemos ressalvar que tal abreviatura néo deve
significar em nenhuma hipétese a limitagao da natureza de tais polimeros

somente as proteinas da classe das lamininas.
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O processo de produgdo dos pLNs aqui descritos, tem inicio com a
adicdo de uma elevada concentragdo de uma determinada proteina a ser
polimerizada, em meio contendo pH &cido contendo um cation divalente,
devendo ser realizado a temperatura superior a 10°C e inferior a 35°C, nao
requerendo o pré-tratamento do recipiente onde ocorrera a polimerizagao com
substancias anti-aderentes.

Além da vantagem de dispensar o pré-tratamento do recipiente onde
ocorrera a produgdo dos pLNs com substéncias anti-aderentes, tais como o
silano; o processo de produgao dos ditos pLNs objeto desta invengéo é efetivo
em promover a polimerizagdo de uma elevada concentragéo da proteina que
apos ser polimerizada, produzira o referido pLN. As concentragdes de proteina
empregadas neste processo variam entre 80 nM a 1uM, preferencialmente, o
processo & capaz de proporcionar a polimerizagdo de uma proteina na
concentracdo entre 90nM a 900nM; mais preferencialmente ainda, entre 95nM
a 300nM.

Um outro fator que diferencia o processo de produgao dos pLNs objeto
desta invengdo, com os processos de polimerizagao de proteina em meio acido
descritos anteriormente, é o fato de o mesmo ocorrer na temperatura ambiente,
ou seja, aproximadamente 25 °C, e ser efetivo em pH compreendido entre 3,0
e 6,0, ocorrendo preferencialmente em pH entre 45 a 55. A solugdo 4cida
empregada neste processo, € qualquer solugao acida empregada usualmente
em bioquimica, ou biologia celular, cultura de células ou tecidos celulares ou

em animais in vivo.
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O cation divalente necessario para que a polimerizagdo ocorra &
preferencialmente o calcio e, todo o processo de polimerizagdo ocorre em um
periodo maximo de 12 horas, sendo que preferencialmente o tempo necessario
para ocorrer a polimerizagao € de no maximo 2 horas. Mais preferencialmente
ainda, o processo ocorre em um periodo maximo de 10 minutos.

O recipiente necessario para a realizagdo do processo de polimerizagéo
objeto desta invengéo, é um recipiente produzido em qualquer material inerte,
livie de contaminantes e sem pré-tratamento com substancias anti-aderentes,
como o silano. O recipiente pode ser produzido em um formato qualquer,
dentre as formas normalmente empregadas na produgdo de recipientes
quimicos, clinicos e farmacéuticos, sendo o0s materiais preferivelmente
empregados o plastico ou, o vidro.

A composicdo farmacéutica alvo objeto desta invengdo contém uma
quantidade farmaceuticamente eficaz de um pLN, objeto desta invengao, e
agentes nao ativos, tais como adjuvantes, estabilizantes, diluentes e
lubrificantes. Preferencialmente a dita composigdo farmacéutica contém uma
quantidade farmaceuticamente eficaz de um pLN descrito por esta invencgao.

Nesta invencao, entende-se por quantidade farmaceuticamente eficaz, o
quantitativo de pNLs capaz de desencadear um efeito desejavel em um animal
mamifero humano ou ndao humano.

Portanto, os pLNs alvo desta invengdo podem ser utilizados na produgéao
de um medicamento voltado para o tratamento de lesGes tissulares
traumaticas, degenerativas ou inflamatérias, tais como, lesdes no grupo de

tecidos compreendendo o tecido nervoso, musculo esquelético, musculo liso,
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musculo cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo
de modo geral; preferivelmente, dentre as lesdées que podem ser tratadas pelo
medicamento contendo os pLNs, temos a lesdo raquimedular, distrofias
musculares, cardiopatias e lesées pulmonares de animais mamiferos, humano
ou nao humano.

Os pNLs também podem ser utilizados na produgao de um medicamento
voltado, principalmente, para o tratamento de inflamagdes nos tecidos nervoso,
musculo esquelético, musculo liso, masculo cardiaco, epitélio de revestimento,
tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo geral.

Os medicamentos descritos nesta invengdo podem ser encontrados nas
formas farmacéuticas conhecidas pelo homem da arte, desde que sejam
aquelas que possibilitem a aplicagéo do dito medicamento diretamente sobre a
area lesionada.

O método de tratamento objeto desta invengéo pode ser empregado no
tratamento de lesées tissulares traumaticas, degenerativas ou inflamatorias no
grupo de tecidos compreendendo o tecido nervoso, musculo esquelético,
musculo liso, musculo cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo,
epitélio-conjuntivo de modo geral. Dentre as lesbes as quais o método de
tratamento alvo desta invengdo é eficaz, citamos como exemplo a lesao
raquimedular, distrofias musculares, cardiopatias e lesées pulmonares de um
animal mamifero humano ou nao humano.

De acordo com o método de tratamento desta invengéo, devem ser

aplicado entre 0,1 ng/kg a 1 pg/kg de um pLN diretamente sobre o local da
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lesdo raquimedular, em um periodo de tempo inferior a 30 dias apds a
ocorréncia da lesao.

Preferencialmente, deve ser aplicado entre 0,5 a 500ng/kg de um pLN
diretamente sobre a regido lesionada de um animal mamifero; e mais
preferencialmente ainda, o método de tratamento alvo desta invengao requer a
aplicacéo diretamente sobre a regiao lesionada em mamiferos portadores de
um lesao traumaticas, degenerativas ou inflamatérias de uma guantidade entre
1 a 250 ng/kg de um pLN, em um periodo de tempo inferior a 15 dias do
acontecimento da lesao.

Os exemplos a seguir séo referentes aos testes realizados para se
comprovar a eficiéncia tanto dos proprios pLNs descritos, como do processo de
produgdo do pLNs alvo desta invencao, assim -.como, da utilidade clinica
terapéutica dos ditos pLNs, sendo meramente ilustrativos e, ndo devendo ser
utilizados na delimitacédo dos direitos desta invencgao.

Os testes foram divididos em trés etapas, como descrito abaixo, durante
as quais foram utilizadas dois tipos de pLNs distintos: 0 pLN-1 correspondente
ao polimero obtido pela polimerizagdo da proteina extraida de um tumor murino
EHS; e o pLN-2 - correspondente ao polimero obtido da laminina recombinante
humana expressa em célula de mamiferos.

Exemplo 1: producdo dos pLNs

A primeira etapa da descrigdo da invengao é a polimerizagao da laminina
em pH acido. A proteina a ser utilizada pode ser a LN-1 extraida do tumor
murino EHS ou a LN-2 recombinante humana. A polimerizagao foi feita

diluindo-se a proteina em tampao Tris-acetato na concentragao de 20 mM, pH
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entre 4, contendo 1 mM de cloreto de calcio, sendo o calcio indispensavel para
o processo de polimerizagao. A proteina, previamente aliquotada em volumes
suficientes para o tratamento do animal, & retirada do freezer a -20°C, e
conservada em gelo até o momento da inje¢do no animal, o que ocorre apos a
lesdo, preferencialmente entre 20 e 60 minutos ap6s a lesao. O tampao acetato
previamente é mantido a temperatura ambiente (25°C) é adicionado a aliquota
de laminina contida em um tubo plastico (do tipo eppendorf), € a mistura
homogeneizada suavemente com a propria ponteira da pipeta. A concentragao
final de laminina varia entre 50 e 200 pg/ml. Entre 5 e 10 pl desta suspensao
sao injetados no animal preferencialmente entre 20 e 60 minutos ap6s a leséo.
Em um teste utilizou-se a LN-1 a 100 ug/ml, em tampao pH 4,5, sendo 5 ul
injetados na medula do animal 30 minutos apos a leséo, e em outro teste foi

utilizado a LN-2 recombinante na concentragdo de 120 ug/ml, em tampao pH

4.5, sendo injetados 10 pl da suspensao.

Exemplo 2: Realizacio dos testes

No exemplo aqui relatado foi utilizada uma lesao por compressao entre a
oitava e a nona vértebras toracicas (T8-T9), gerada quando um cateter
posicionado entre a medula e a vértebra € inflado. O catéter foi do tipo Fogarty
2F e o volume de solugéo salina utilizado para infla-lo foi de 15ul. Nesse caso,
o animal néo tratado perde o funcionamento correto das patas traseiras, o que
é parcialmente recuperado ao longo de 8 semanas, sendo que permanece uma
lesdo cistica no interior da medula, mesmo apés o animal ter atingido sua
melhor capacidade de locomogédo ao final da oitava semana (BBB = 18). A

cirurgia para a introdugao do cateter foi realizada anestesiando-se o animal
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com um coquetel de xilasina, acepromazina e cetamina ao que se segue uma
laminectomia ao nivel da sétima vértebra toracica (T7). Apos a lesao por
compressao foram feitas as injecdes de LN-1 acida (pLN-1), pLN-2 acida (pLN-
2), veiculos (tampao acetato pH 4 ou tamp&o tris pH 7). As inje¢des foram
feitas localmente (injegdes intramedulares) conforme descrito acima.

Apds o tratamento, injetou-se ainda 10 ml de solugdo Ringer para
reposi¢do hidrica e iénica. Posteriormente, os animais foram tratados com
antibidtico (sulfato de gentamicina), para reduzir a probabilidade de infecgbes,
principalmente urinaria, e analgésicos, para minimizar a sensagdo de dor
devida a cirurgia.

O acompanhamento da fungdo locomotora destes animais através da
escala BBB (Basso, Beatie e Bresnahan) revelou que 0s animais tratados com
pLN apresentavam uma recuperagao funcional muito mais rapida do que
aqueles tratados com veiculo. A Figura 1 mostra que ja em 6 semanas 0s
animais tratados receberam uma nota média do BBB de 20, o que corresponde
a uma locomogao quase normal, enquanto os animais nao tratados chegam a
uma nota maxima de 17 apds 8 semanas. A analise morfoldgica da
recuperacao tecidual revela que enquanto 0s animais controle (nao tratados
com pLN) apresentaram uma extensa cavidade cistica no local da leséo, os
animais tratados tiveram um tecido morfologicamente mais organizado, como
pode ser observado na figura 2.

Os resultados documentados nesta invengéo foram obtidos com LN-1
extraida e purificada do tumor EHS de camundongo. Como 0 uso de uma

proteina obtida de fonte animal pode levar a transmisséo e adaptagéo de virus
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animais, foi proposto que a laminina humana fosse empregada em terapias
com pacientes humanos. Resultados semelhantes aqueles aqui apresentados
foram obtidos com a LN-2 recombinante humana e sao mostrados na figura 8.

Exemplo 3: Aplicacio da laminina

A aplicagdo da laminina foi realizada por intermédio de uma injegdo
controlada manualmente, de forma que aproximadamente 1pul penetrasse no
tecido a cada minuto. O local foi exatamente no sitio da compressao ou na
regido proximal da medula em relagdo a lesdo, no caso de transecgdo. A
seringa de injecao foi do tipo Hamilton 80330 para 10ul.

A presente invengdo é uma solugdo para o tratamento das lesdes
raquimedulares, sendo inovadora porque basicamente ndo existem estratégias
terapéuticas para esse tipo de lesao. O tratamento convencional disponivel
atualmente visa frear a progressado do dano inicial, ou seja, tenta reduzir a
reacao inflamatéria e o dano tecidual secundario. Este tratamento consiste na
estabilizagdo cirurgica da coluna vertebral e tratamento com metilprednisolona
e nao resulta em beneficio consistente para o paciente. A laminina
polimerizada em pH acido aqui proposta consegue induzir a regeneragdo do
tecido nervoso lesado em uma compressdo, contusao ou transec¢ao da

medula espinhal.
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Reivindicacoes

Polimeros acidos protéicos que apresentam atividade regenerativa e
antiinflamatéria; sendo formados pela polimerizagao de uma proteina na
presenca de meio de pH acido e de um cation divalente.

Polimeros de acordo com a reivindicagdo 1 em que a dita proteina
polimerizada é preferencialmente a laminina.

Polimeros de acordo com a reivindicagdo 2 em que a laminina
polimerizada pode ser: a LN-1 extraida do tumor murino EHS, ou a LN-2
recombinante humana, ou a laminina extraida de placenta humana, ou
ainda uma combinagéo das mesmas.

Polimeros de acordo com a reivindicagdo 1 que apresentam
propriedades regenerativas e antiinflamatérias em lesdes traumaticas,
degenerativas ou inflamatérias no grupo de tecidos compreendendo o
tecido nervoso, musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco,
epitélio de revestimento, tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo
geral.

Processo de produgdo de polimeros &cidos protéicos compreendendo
a etapa de acrescentar uma elevada concentracdo de uma determinada
proteina a ser polimerizada em meio contendo pH acido contendo um
cation divalente, devendo ser realizado a temperatura superior a 10°C e

inferior a 35°C, durante um periodo de tempo maximo de 12 horas.
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6) Processo de acordo com a reivindicagao 5 em que a temperatura de
reacdo & aproximadamente 25°C; e o meio acido possui pH entre 3,0 e
6,0.

7) Processo de acordo com a reivindicagao 5 em que o calcio é o cation
divalente.

8) Processo de acordo com a reivindicagao 5 no qual o a polimerizagao
ocorre no maximo em 2 horas.

9) Processo de acordo com a reivindicacdo 6 compreendendo o pH na
faixa entre 4,0 € 5,5.

10) Processo de acordo com a reivindicagdo 5 tendo capacidade de
polimerizar proteinas na concentragao entre 80hM a 1uM.

11) Processo de acordo com a reivindicacdo 10 tendo capacidade de
polimerizar proteinas na concentragao entre 90nM a 500uM.

12) Processo de acordo com a reivindicagao 11 tendo capacidade de
polimerizar proteinas na concentragao entre 95nM a 300pM.

13) Composigao farmacéutica compreendendo uma  quantidade
farmaceuticamente eficaz de um polimero acido protéico e componentes
nao ativos.

14) Composigao de acordo com a reivindicagdo 13 compreendendo uma
quantidade farmaceuticamente aceitavel de um polimero acido protéico
de laminina.

15) Método de tratamento de lesdes tissulares traumaticas, degenerativas

ou inflamatérias no grupo de tecidos compreendendo o tecido nervoso,
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musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, epitélio de
revestimento, tecido adiposo e epitélio-conjuntivo que compreende a
aplicagao de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um polimero
acido protéico em um animal mamifero.

16) Método de tratamento de acordo com a reivindicacdo 15 que
compreende a aplicagdo de uma quantidade entre 0,1ng/kg a 1ng/kg de
um polimero &cido protéico sobre lesbes tissulares traumaticas,
degenerativas ou inflamatérias como a lesao raquimedular, distrofias
musculares, cardiopatias e lesdes pulmonares de um animal mamifero
humano ou ndo humano.

17) Método de tratamento de acordo com a reivindicagdo 16 que
compreende a aplicagdo de uma quantidade entre 0,5 a 500ug/kg de
polimero acido protéico diretamente sobre a area lesionada.

18) Método de tratamento de acordo com a reivindicagdo 17 que
compreende a aplicaggdo de uma quantidade entre 1 a 250 ug/kg de
polimero acido protéico sobre a lesao tissulares traumaticas,
degenerativas ou inflamatérias em um animal mamifero humano ou nao
humano.

19) Uso de polimeros acidos protéicos na fabricagao de um medicamento
para o tratamento de lesdes traumaticas, degenerativas ou inflamatérias
grupo de tecidos compreendendo o tecido nervoso, musculo esquelético,
musculo liso, musculo cardiaco, epitélio de revestimento, tecido adiposo,

epitélio-conjuntivo.
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20) Uso de polimeros acidos protéicos na fabricagdo de um medicamento
para o tratamento de inflamagbes nos tecidos nervoso, musculo
esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, epitélio de revestimento,

tecido adiposo, epitélio-conjuntivo de modo geral.
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Figura 3

Tampao acido

Area da cavidade:

568.259,92 um?

Laminina acida

N /"\\ - e

(?; N Area da cavidade: \{
.

o




4/9

Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Resumo

Patente de Invengado: “Polimeros Acidos Protéicos, Processos de
Produgio, Uso de Polimeros Acidos Protéicos, Composicdao Farmacéutica
e Método de Tratamento”

_ A presente invengao se refere a polimeros acidos protéicbs (pLNs) que
possuem propriedades especificas para reduzir o dano tissular e melhorar a
recuperacdo funcional apés uma lesao; ao processo de produgédo dos ditos
polimeros acidos protéicos. Os ditos pLNs sdo obtidos preferencialmente com a
utilizagéo da proteina laminina diluida em um meio a pH &cido na presencga de
um cation divalente.

O uso dos ditos polimeros acido protéicos para a produg:éo de um
medicamento, uma composigdo farmacéutica contendo tais pLNs e um método
de tratamento de animais acometidos por lesdes tissulares traumaticas,
degenerativas ou inflamatérias nos tecidos nervoso, muscular, epitelial e

conjuntivo, também s&o objetos desta invengao.
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