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(57) Resumo: METODO DE PURIFICAGAO DE CARDIOMIOCITOS OU CARDIOMIOCITOS PROGRAMADOS DERIVADO DE
CELULAS- TRONCO OU FETOS A presente invencao refere-se ao desenvolvimento de um método para purificar cardiomiacitos
com alto grau de purificagdo e com alto rendimento a partir de uma mistura celular compreendendo cardiomiécitos derivados de
fetos e de células-tronco usando varias caracteristicas as quais ndo foram anteriormente esperadas para serem usadas para a
purificacdo de cardiomidcitos, ou as quais sdo recentemente descobertas, em que o referido método é executado sem sofrer
qualquer modificagdo genética ou sem adicionar quaisquer proteinas ou agentes biologicamente ativos especiais. Os inventores
da presente invencao descobriram que os cardio-miécitos foram altamente selecionados e purificados de forma eficaz pelo cultivo
de cardiomiacitos derivados de células-tronco embrionarias no meio de cultura sob uma condigdo selecionada de uma condicéo
selecionada com pouco soro, uma condi¢do suplementada com pouca glicose, uma condi¢éo nutricional baixa, uma condigdo com
pouco célcio, uma condigdo com pH brandamente acido, uma condi¢cdo suplementada com &cido latico, uma condicéo
suplementada com éacido aspartico/acido glutamico efou uma condigdo suplementada com &cido pirdvico. Os inventores da
presente invengao ainda descobriram que o método inventado acima, em relagao as células-tronco embrionarias, foi (...).
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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "METODO DE
PURIFICACAO DE CARDIOMIOCITOS OU CARDIOMIOCITOS PROGRA-
MADOS DERIVADO DE CELULAS-TRONCO OU FETOS".

CAMPO TECNICO

A presente invencéo refere-se a um método para purificar cardi-

omiocitos de uma populacado de células derivada de células-tronco e fetos e
também a um método para os seus usos.
TECNICA ANTERIOR

Uma vez que o cardiomiécito perde a capacidade proliferativa

num corpo adulto, é necessério efetuar um transplante cardiaco no trata-
mento de uma doenga cardiaca séria, tal como enfarte cardiaco ou cardio-
miopatia. Entretanto, atualmente, uma vez que ha doadores de coragbes
insuficientes, ha atualmente uma necessidade urgente de desenvolver um
método de tratamento diferente de transplanta cardiaco.

Por outro lado, o recrutamento dos cardiomidcitos produzidos ex
vivo é esperado para ser o método mais promissor de proporcionar alivio
para pacientes necessitados de transplante cardiaco. Varios métodos de
preparo de cardiomidcitos foram investigados, tal como um método de dife-
renciagdo de células-tronco (células-tronco embrionarias ou varias células-
tronco adultas) em cardiomidcitos ou um método para isolar cardiomiécitos
de fetos.

A diferenciagdo dos cardiomidcitos das células-tronco embriona-
rias € positivamente induzida através da formagdo de uma massa celular
('um corpo embrionario) pela eliminagdo de fatores de supressao de diferen-
ciacao do meio de cultura (tais como células alimentadoras, fator inibitério de
leucemia: LIF) no caso de células-tronco embrionarias de camundongo ou
fatores de supresséo de diferenciacdo (tais como células alimentadoras, fa-
tor de crescimento de fibroblasto basico: bFGF, fator de crescimento trans-
formante: TGF) no caso de células-tronco embrionarias humanas.

Um modo de diferenciac¢ao in vitro segue parcialmente um modo
de desenvolvimento fisioldgico. Especialmente, em relagdo aos eventos de

desenvolvimento iniciais, existe uma variedade de semelhangas entre o mo-
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do de desenvolvimento fisioldgico ém 6vulos fertilizados e o modo de dife-
renciagao in vitro. No curso de diferencia¢do do cardiomidcito in vitro, como
também no desenvolvimento fisioldégico, células de mesoblasto ndo- -
diferenciadas sdo primeiramente geradas, uma parte das quais é alterada
em cardiomidcitos programados (células de mesoblasto pré-cardiacas) e, a
seqguir, diferenciadas nos cardiomiocitos. Entretanto, uma vez que as célu-
las-tronco embrionarias podem se diferenciar em quaisquer tipos de células
as quais constroem um 6rgao num corpo é tecnicamente dificil diferenciar as
células-tronco embrionarias em somente um tipo individual de células.

Além disso, uma vez que também é dificil sob condi¢cbes néo-
fisiolégicas (in vitro) induzir a diferenciagdo das células-tronco embrionarias
em todos os tipos de células, entdo parcialmente restam células néao-
diferenciadas. Além disso, as células-tronco mesenquimais presentes na
medula éssea ou no cordao umbilical e células-tronco teciduais presentes
em varios tipos de tecidos (tais como célula-tronco neural, células-tronco
derivadas adiposas e células-tronco do musculo esquelético) sdo considera-
das como sendo as células-tronco adultas, as quais sdo consideradas como
tendo uma capacidade de se diferenciar nos cardiomidcitos. Acredita-se que
essas células se diferenciem nao somente nos cardiomiécitos, mas também
em varios tipos de células. Embora os detalhes dos mecanismos de diferen-
ciacao de quaisquer células-tronco adultas nos cardiomidcitos ndao estao
completamente elucidados, sabe-se que essas células formam os cardiomi-
Ocitos, outras Células diferenciadas e uma populagao celular contendo célu-
las ndo-diferenciadas depois de sofrer certo periodo de fase de transicao.

Em resumo, todas as células-tronco causam algumas caracteris-
ticas deletérias para aplicagdes clinicas de modo que existem células dife-
rentes dos cardiomidcitos as quais sdo geradas das células-tronco como
subprodutos ou células nao-diferenciadas. Uma vez que as células nao-
diferenciadas tém uma atividade proliferativa e tém uma capacidade de se
diferenciar em muitos tipos de células, uma populagéo celular contendo os
cardiomiocitos gerados por indugdo de diferenciagdo mao pode ser trans-

plantada num corpo vivo na terapia.
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Consequentemente, para executar seguramente o tratamento
usando células-tronco e alcangar um efeito de tratamento ideal, é necessario

desenvolver um método de purificacdo dos cardiomidcitos da populagdo ce-

“lular.

Até o momento, os cardiomidcitos foram purificados por um mé-
todo de purificacdo dos cardiomidcitos pela expressdao de modo especifico
de um marcador fluorescente tal como GFP nos cardiomiécitos e a selegcao
de uma célula expressando um marcador fluorescente usando um separador
celular (documento de ndo-patente 1) ou um método de purificagdo dos car-
diomidcitos pela expressao especifica de uma proteina resistente a antibioti-
co nos cardiomidcitos e a sele¢do de células usando o antibiético (documen-
to de nao-patente 2). Entretanto, uma vez que esses métodos tém que en-
volver numa alteragdo genética, a qual causa uma discussao relacionada
com a seguranga, esses métodos podem néo ser usados para preparar 0s
cardiomidcitos para o transplante no campo clinico. Além disso, uma vez que
esses métodos envolvem uma alteragdo genética, uma questao ética e al-
guns riscos sérios imprevisiveis, tais como alteragdo na taxa de transforma-
¢ao, estdo associados com uma alteracdo gendémica (documento de néao-
patente 3).

Sabe-se na técnica que o coragao pode usar acido latico gerado
por um tecido diferente do coragao (tal como musculo esquelético) como
fonte de energia (documento de nao-patente 4). Entretanto, ndo existe ne-
nhuma técnica anterior para tentar purificar cardiomidcitos usando essa ca-
racteristica.

Também no coragéo, no figado e no rim, acido aspartico e acido
glutdmico sdo usados para transportar NADH para a mitocondria, 0 meca-
nismo do qual é diferente daquele do outro tecido (documento de nao-
patente 5). O transporte de NADH para dentro da mitocéndria é indispensa-
vel para a produg¢ao de energia na mitocondria. Entretanto, nao ha nenhuma
técnica anterior para tentar purificar cardiomiécitos usando essa diferenga
nesse mecanismo.

Documento de nao-patente 1: Muller M, et al., FASEB J. 2000;
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14: 2540 a 2548.

Documento de néo-patenté 2: Klug MG, et al., J. Clon. Invest.
1996; 98: 216 a 224. ,

‘Documento de nao-patente 3: Schroder AR, et al., Cell. 2002;
110: 521 a 529. -

Documento de nao-patente 4: Khairallah M, et al., AM J. Physiol
Heart Circ Physiol 2004; 286, H1461 a 1470.

Documento de nao-patente 5. Chatham JC, et al., J. Biol. Chem
1995; 270: 7999 a 8008. |
DESCRICAQ DA INVENCAOQ

UM PROBLEMA A SER RESOLVIDO PELA INVENCAO

Um objetivo da presente invenc¢do é desenvolver um método de
purificagdo de cardiomiocitos num grau elevado de purificacdo e com um
rendimento elevado de uma mistura celular compreendendo cardiomiécitos
derivados de fetos e células-tronco usando varias caracteristicas as quais
nao foi esperado anteriormente que fossem usadas para a purificagdo de
cardiomiécitos ou as quais foram recentemente descobertas, em que o refe-
rido método é executado sem sofrer qualquer alteragdao genética ou sem a-
dicionar quaisquer proteinas especiais ou agentes biologicamente ativos.
FORMAS DE RESOLVER O PROBLEMA

Os inventores da presente invengdo efetuaram um estudo e-

xaustivo para as composi¢cdes de varios tipos de meios de cultura para cons-
truir um sistema para produzir eficientemente cardiomidcitos derivados de
células-tronco embrionarias. Baseando-se nos resultados considerando um
estudo para uma concentracdo de cada componente dos varios meios de
cultura ou um estudo para a regulagao do ritmo de altera¢gdes numa concen-
tracao de cada componente de varios meios de cultura obtidos pela altera-
¢ao das composicdes dos componentes de varios meios de cultura, os in-
ventores da presente invengao descobriram os seguintes eventos:

(1) Um evento no qual uma inibicao da diferenciagcao/cresci-
mento celular € uma indugao da morte celular ndo direcionada a cardiomioci-

tos ocorre, quando uma mistura celular contendo os cardiomiocitos e os nao-
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cardiomidcitos é cultivada numa condigao suplementada com pouco soro ou
numa condi¢dao sem soro;

(2) Um evento no qual uma indugdo de morte celular direcionada

- a nao-cardiomidcitos ocorre, quando uma mistura celular contendo os cardi-

omidcitos e os nao-cardiomidcitos é cultivada num meio e cultura levemente
acido; _

(3) Um evento no qual uma inibigao da diferenciagio/crescimen-
to celular e uma indugdo da morte celular direcionada a n&ao-cardiomidcitos
ocorre, quando uma mistura celular contendo os cardiomiécitos e os néo-
cardiomidcitos é cultivada num meio de cultura com pouco célcio;

(4) Um evento no qual nao-cardiomidcitos seletivamente sofrem
morte celular, quando os cardiomidcitos sdo cultivados num meio de cultura
nutricionalmente pobre;

(5) Um evento no qual o consumo de energia é inibido pelo en-
fraquecimento da pulsagdo auténoma em cardiomidcitos, quando os cardio-
midcitos sao cultivados numa condigdo com pouco calcio;

(6) Um evento no qual uma formagao de massa celular esponta-
nea de cardiomidcitos é intensificada sob uma condigdo suplementada com
pouco soro ou sob uma condigao livre de soro; e

(7) Um evento no qual uma viabilidade de um cardiomiécito é
significativamente reduzida quando os cardiomiécitos sdo cultivados depois
de dispensar uma massa celular dos cardiomidcitos.

Os inventores da presente invengédo descobriram que os cardio-
midcitos derivados das células-tronco embrionarias podem ser selecionados
ou purificados eficientemente e num alto grau pelo método otimizado usando
um ou mais processos correspondendo a esses eventos. Além disso, os in-
ventores também descobriram que os métodos desenvolvidos das proprie-
dades das células-tronco embrionarias também sao aplicaveis para selecio-
nar ou purificar cardiomiocitos derivados de fetos ou para selecionar ou puri-
ficar cardiomidcitos derivados das células-tronco adultas. Baseando-se nes-
sas descobertas, os inventores completaram a presente invencéo.

Mais especificamente, numa modalidade, a presente invencédo
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proporciona um método para seleci'onar cardiomiécitos de uma mistura celu-
lar contendo cardiomidcitos e ndo-cardiomidcitos derivados de células-tronco
embrionérias, fetos ou células-tronco adultas, em que a referida mistura ce-
lular é cultivada no meio de cultura sob as seguintes condig¢des: (i) uma con-
dicdo suplementada com pouca glicose; e (ii) uma ou mais condigdes sele-
cionadas do grupo consistindo em uma condigdo com pouco cdélcio, uma
condigdo nutricionalmente pobre, um condigdo suplementada com &cido lati-
co, uma condi¢do suplementada com acido aspartico/acido glutdmico e uma
condicao supleméntada com &cido pirtdvico. Nessa modalidade, a mistura
celular pode ser preparada pela indugao da diferenciacao das células-tronco
embrionarias, formando corpos embridides compreendendo cardiomidcitos
programados (células de mesobiasto ndo-diferenciadas), o cultivo dos cor-
pos embridides no meio de cultura sob uma condigcdo suplementada com
pouco soro e/ou uma condicdo de pH levemente acida.

Em outra modalidade, a presente invengdo proporciona um mé-
todo para selecionar cardiomiécitos derivados de células-tronco embriona-
rias, em que os cardiomiécitos séo selecionados pelos seguintes passos de:
induzir a diferenciag@o das células-tronco embrionarias para formar corpos
embridides compreendendo células de mesoblasto nao-diferenciadas; a se-
guir o cultivo dos corpos embridides no meio de cultura sob uma condigdo
suplementada com pouco soro e/ou uma condicao de pH levemente &cido
para preparar uma mistura celular compreendendo cardiomiécitos progra-
mados; e a continuagdao da cultura da mistura celular no mesmo meio de
cultura para obter os cardiomidcitos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 apresenta um modo de apresentagdo dos cardiomioci-

tos num corpo embridide apds a adesao da cultura.
Figura 2 mostra um modo de apresentacao dos cardiomiécitos

nos corpos embridides aderidos os quais foram cultivados sob uma condigcdo

sem Ssoro.

Figura 3 mostra uma sele¢cdo bem-sucedida dos cardiomidcitos

programados sob uma condi¢do sem soro.



10

15

20

25

30

Figura 4 mostra um efeito de condi¢ao de pouco calcio.

Figura 5 mostra uma selecdo bem sucedida dos cardiomidcitos
programados na massa de células-tronco embrionarias sob uma condicao
sem soro/de pH levemente acido. '

Figura 6-1, mostra uma analise dos cardiomidcitos programados
na massa de células-tronco embrionarias sob uma condigao sem soro/com
pH levemente acido.

Figura 6-2 mostra uma analise dos cardiomidcitos programados
na massa de ceélulas-tronco embriondrias sob uma condigcdo sem soro/com
pH levemente acido.

Figura 7 mostra uma massa de cardiomidcitos a qual é selecio-
nada pelo cultivo de células-tronco embrionéarias sob uma condigdo sem so-
ro/com pH-levemente acido.

Figura 8 mostra uma selegdo de cardiomidcitos pelo cultivo de
células sob uma condicdo em aglcar, sem soro e suplementada com &cido
latico.

Figura 9 mostra imagens com manchamento especifico de car-
diomidcitos para células as quais sdo selecionadas e coletadas durante o
cultivo das células sob uma condi¢cdo sem agucar/sem soro e suplementada
com acido latico.

Figura 10 mostra as massas de cardiomidcitos e as massas de
células mortas as quais sao exatamente selecionadas pelo cultivo das célu-
las sob uma condigdo em soro/levemente acida/com pouco célcio/sem agu-
car e suplementada com &cido latico.

Figura 11 mostra um resultado de um método para eliminar a-
gregados de alta densidade consistindo nas massas das células mortas u-
sando centrifugagao por gradiente de densidade.

Figura 12-1 mostra as massas dos cardiomidcitos selecionadas
pelo cultivo das células sob uma condicdo sem soro/levemente acida/com
pouco calcio/sem agucar e suplementada com &cido latico.

Figura 12-2 mostra as massas dos cardiomidcitos selecionados

pelo cultivo das células sob uma condicdo sem soro/levemente acida/com
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pouco calcio/sem agucar e suplementada com acido latico.

Figura 13 mostra os cardiomidcitos purificados pelo cultivo das
células sob uma condig@o sem soro/levemente acida/com pouco célcio/sem
acucar e uma suplementada com acido aspartico/acido glutamico.

Figura 14 mostra os resultados da purificagdo dos cardiomiécitos
das células-tronco da medula éssea.

Figura 15 mostra os resultados da purificagdo dos cardiomiocitos
dos fetos.

Figura 16 mostra regides contendo células pulsantes autonomi-
camente sob uma condigdo sem soro/levemente acida/com pouco cal-
cio/sem agucar e uma suplementada com acido piruvico.

Figura 17 mostra as massas de cardiomiécitos de sagui, os
quais sao selecionados pelo cultivo das células por 15 dias sob uma condi-
¢ao sem agucar/sem soro € uma suplementada com acido latico.

Figura 18 mostra imagens de manchamento especificas de car-
diomidcitos para células de sagui as quais sdo selecionadas e coletadas pe-
lo cultivo das células sob uma condicdo sem agucar/sem soro e uma suple-
mentada com acido latico.

Figura 19 mostra que a células de sagui, as quais sao selecio-
nadas e coletadas pelo cultivo sob uma condi¢do sem agucar/livre de soro e
uma supiementada com acido latico sdo enxertadas com sucesso no cora-
¢ao de um receptor.

Figura 20 mostra imagens das massas celulares derivadas de
células-tronco embrionarias humanas, as quais foram obtidas pelo cultivo
sob uma condigao contendo agucar (controle) (isto €, condicao de controle) e
a aparéncia das massas celulares derivadas das células-tronco embrionérias
humanas, as quais foram obtidas pela cultura seletiva de cardiomiécito sob
uma condicdo sem agucar (selegdo de cardiomidcito) por 15 dias (isto e,
condicao de selegao de cardiomiocito).

Figura 21 mostra imagens de imunomarcagcao das massas celu-
lares derivadas das células-tronco embrionarias humanas usando um anti-

corpo antiactinina e um anticorpo anti-Nkx2.5, em que as massas celulares
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foram formadas pelos cardiomiécitos os quais reiniciam a pulsa¢do auton6-
mica. As massas celulares foram preparadas pelo cultivo das células-tronco

embrionarias humanas sob uma condigdo sem agucar (selecédo de cardiomi-

- 6cito) por 15 dias e, a seguir, pela alteragdo da condigdo do meio de cultura.

MODALIDADES DE IMPLEMENTACAO DA INVENCAO
Um tratamento apropriado para induzir a diferenciagdo de cardi-

omiocitos geralmente causa a diferenciagdo das células-tronco com uma
capacidade de se diferenciar nos cardiomidcitos (isto é, células-tronco em-
brionarias e células-tronco adultas, tais como células-tronco da medula 6s-
sea) nos cardiomiécitos. E possivel induzir a diferenciagdo das células-
tronco embrionarias nos cardiomiécitos usando o método de gota suspensa,
no qual, por exemplo, as células-tronco embrionarias de camundongo sdo
incubadas na cultura de suspensé@o sob uma condigdo na auséncia do fator
inibitério de leucemia (LIF) para formar uma massa celular (um corpo embri-
oide). Também, da mesma forma, as células-tronco embrionarias de sagui
ou as células-tronco embriondrias humanas podem ser usadas para induzir a
diferenciagéo das células-tronco embriondrias nos cardiomidcitos.

O presente método pode ser aplicado as células-tronco deriva-
das de qualquer espécie de mamifero. Por exemplo, os exemplos da espécie
de mamifero da qual as células-tronco sdo derivadas, usadas no presente
método incluem, porém ndo estdo limitadas, ao camundongo, vaca, cabra,
cachorro, gato, sagui, macaco rhesus, humano e assim por diante. Os e-
xemplos das células-tronco usadas para a presente invengao incluem célu-
las ES de mamiferos, as quais sdo amplamente usadas na técnica como
células ES de camundongo, células ES de macaco e células ES humanas.

Os exemplos especificos das células ES de camundongo inclu-
em células EB3, células E14, células D3, células CCE, células R1, células
1298V, células J1 e assim por diante. As células ES de camundongo usadas
para a presente invengéo sao disponiveis da American Type Culture Collec-
tion (ATCC), Chemicon, e Cell & Molecular Technologies, e assim por diante.

Os exemplos das células ES de macaco incluem células ES es-

tabelecidas de macaco rhesus (Macaca mulatta) (thomson et al., Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 1995; 92: 7844), células ES estabelecidas de macaco cino-
mologo (Macaca fascicularis) (Suemofi et al., Dev. Dyn. 2001; 222; 273 a
279) e células ES estabelecidas de saguis comuns (Callithrix jacchus) (Sa-
saki et al., Stem Cells. }2005; 23: 1304 a 1313), as quais sao todas disponi-
veis da técnica. Por exemplo, as células ES de sagui sdo disponiveis do
Central Institute for Expeﬁmental Animals (Kawasaki, Japao).

Até o momento, véarias duzias de células ES humanas foram es-
tabelecidas no mundo, e uma quantidade de linhagens celulares ES huma-
nas s&o registradas na lista do Instituto Nacional de Saude dos Estados Uni-
dos (United States National Institute of Health)
(HTTP://stemcells.nih.gov/reqgistry/index.asp) e estdo disponiveis. Nos Esta-

dos Unidos, algumas linhagens celulares ES humanas também sdo comer-
cialmente disponiveis de Cellartis, ES Cell International, Wisconsin Alumni
Research Foundation, e etc. Também no Japao, algumas linhagens de célu-
las ES humanas s&o disponiveis do Centro de Pesquisa de Células-tronco (o
Institute for Frontier medical Sciences, Universidade de Kyoto) (Suemori et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2006; 345: 926 a 932).

Além disso, as células ES de vaca (Mitalipova et al., Cloning
2001, 3: 59 a 67), células ES de galinha (Petittc et al., Mech. Dev. 2004; 121:
1159 a 1168) e células ES de peixe paulistinha (zebrafish) (Fishman, M. C.
Science 2001; 294: 1290 a 1291) também foram estabelecidas.

De um modo geral, as células ES sdo estabelecidas pelo cultivo
de embrides prematuros. Em adi¢do a este método, é possivel produzir célu-
las ES do embrido prematuro as quais sofrem o transplante de nucleo do
ndcleo de células somaticas (Munsie et al., Curr. Biol. 10: 989, 2000; Waka-
yama et al., Science 292: 740, 2001; Hwang et al., Science 303: 1669,
2004). Também ha alguns relatérios que tentam isolar células-troncos como
se segue: um metodo para produzir células ES das células embrionarias par-
tenogenéticas as quais sdo desenvolvidas até um estagio equivalente ao
estagio de blastocisto (Publicagdo de Patente Americana N°. 02/168763;
Vrana et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 11911-6, 2003) e um método

para produzir células ES com informagao genética originalmente contida no
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nucleo de células somaticas pela fuséo das células ES e das células somati-
cas (WO 00/49137; Tada et al., Curr. Biol. 11: 1553, 2001). Os exemplos das
células ES usadas na presente invengao incluem células ES preparadas pe-

‘lo método descrito acima ou células nas quais um ou mais genes no cro-

mossomo das ceélulas ES sé&o alterados pela técnica de engenharia genética.

Além disso, os exemplos das células-tronco usadas no método

- da presente invengao incluem ndo somente células ES, mas também quais-

quer células-tronco com caracteristicas similares aquelas das células ES, as
quais sdo derivadas de células de érgaos ou tecidos adultos mamiferos, cé-
lulas da medula 6ssea, células sanguineas e células de embrides ou fetos.
Nesse contexto, a frase "caracteristicas similares aquelas das células ES"
pode ser definida por caracteristicas de biologia celular especificas para as
células ES (tal como a presenca de um marcador de superficie (antigeno)
especifico para as células ES, a expresséo de gene especifico de células ES
ou uma capacidade de formar teratoma ou camundongo quimérico). Os e-
xemplos especificos das células-tronco com caracteristicas similares aque-
las das células ES incluem células EG produzidas a partir de células germi-
nativas primordiais, células GS produzidas de células germinativas testicula-
res e células-tronco pluripotentes induzidas (células iPS) produzidas a partir
de células sométicas tais como fibroblastos usando uma técnica de enge-
nharia genética especial. E considerado que, nesse método, corpos embridi-
des depois de 3 a 6 dias do inicio da indugdo da diferenciacao, induzida pelo
cultivo das células-tronco pela cultura de suspensdo na auséncia de LIF,
incluem células de mesoblasto nao-diferenciadas e cardiomidcitos progra-
mados os quais se diferenciacdo em cardiomiécitos no futuro. Sabe-se na
técnica que, no caso de indugdo das células-tronco embrionarias, um cardi-
omidcito aparece depois de 7 dias a partir do inicio da indugdo da diferencia-
¢ao (no caso das células-tronco embrionarias humanas, depois de 10 dias
do inicio da indugdo da diferenciagdo). Entretanto, os corpos embridides
preparados dessa forma usando as células-tronco embrionérias incluem nao
somente os cardiomiécitos descritos acima, porém também as células as

quais ndo tém a capacidade de se diferenciar nos cardiomidcitos (tais como



10

15

20

25

30

12

as células n&o-diferenciadas, as células tipo endotélio-epitélio e as células
neuronais). Na presente invencdo, quaisquer células diferentes dos cardio-
mibcitos ou células as quais se diferenciam nos cardiomiécitos no futuro (tais

como células de mesoblasto nao-diferenciadas, os cardiomiécitos programa-

- dos) sao referidos como um “nédo-cardiomidcito”.

Os presentes inventores estudaram os efeitos das condicbes de
cultivo tais como uma condi¢do suplementada com pouco soro, uma condi-
¢ao suplementada com pouca glicose, uma condigdo nutricionalmente pobre,
uma condigdo com pouco célcio, uma condigdo com pH levemente &cido na
sele¢édo dos cardiomidcitos, para discriminar especificamente os cardiomidci-
tos ou células os quais se diferenciam nos cardiomiocitos no futuro a partir
de nao-cardiomidcitos contidos nos corpos embridides preparados dessa
forma.

Como resultado, os presentes inventores descobriram que quan-
do uma mistura celular contendo a célula de mesoblasto ndo-diferenciada,
os cardiomiocitos programados e os cardiomidcitos sdo cultivados sob uma
ou mais condit;ées as quais séo selecionadas do grupo consistindo em uma
condi¢ao suplementada com pouco soro, uma condi¢gdo suplementada com
pouca glicose, uma condigdo nutricionalmente pobre, uma condicdo com
pouco calcio, uma condigdo com pH levemente acido, sozinhas ou em qual-
quer combinagao, os cardiomidcitos ou células os quais se diferenciam nos
cardiomiocitos no futuro séo menos sensiveis ao efeito citotoxico em compa-
ragdo com os nao-cardiomidcitos sob tal condigao.

Com base nessa descoberta, na presente invencéo, células as
quais s&o viaveis mesmo sob as condigdes acima foram capazes de ser se-
lecionadas como cardiomiécitos programados e cardiomidcitos de uma mis-
tura celular contendo a célula de mesoblasto nédo-diferenciada, os cardiomi-
ocitos programados e os cardiomidcitos, pelo cultivo da mistura celular sob a
condicao de uma condi¢do suplementada com pouca glicose juntamente
com qualquer uma ou quaisquer combinagdes de uma condi¢édo suplemen-

tada com pouco soro, uma condi¢do nutricional pobre, uma condicdo com

pouco calcio e uma condi¢do de pH levemente acida.
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O método de selegao acima descrito é para selecionar as células
de interesse pelo cultivo da mistura celular sob a condicdo a qual os cardio-
midcitos sdo fisiologicamente resistentes e, consequientemente, é referida
como "método de seleg@o baseado na resisténcia fisioldgica". O método de
selecdo baseado na resisténcia fiéiolégica da presente invencao é caracteri-
zado pelo cultivo da mistura celular contendo os cardiomiécitos no meio de
cultura sob a condi¢do selecionada de uma condigdo suplementada com
pouca glicose, uma condi¢do suplementada com pouco soro, uma condigdo
nutricional baixa, uma condi¢cdo com pouco célcio ou uma condigdo de pH
levemente &cido.

Na presente invengdo, o termo "uma condigdo suplementada
com pouca glicose" é definida como sendo uma condi¢do sob a qual a mistu-
ra celular é cultivada no meio de cultura com nivel reduzido de agucares (isto
e, grupo de substéncias incluindo polissacarideos e monossacarideos (tais
como glicose, galactose, frutose, manose), os quais se dissolvem bioquimi-
camente e convertidos in vivo ou intracelularmente para finalmente serem
catabolizados pelo sistema glicolitico). Na modalidade preferida, o termo "u-
ma condig&o suplementada com pouca glicose" significa que a mistura celu-
lar é cultivada no meio de cultura na auséncia dos agucares acima ou no
meio de cultura no qual o nivel de agucar é limitado a menos de 1% em
comparag¢ao com o nivel de agucares no meio de cultura usado para a indu-
¢ao da diferenciagdo. Na presente invengdo, é desejavel eliminar glicose,
dentre outros, o tanto quanto for possivel para o meio de cultura. Por exem-
plo, os meios de cultura comercialmente disponiveis os quais sdo geralmen-
te usados na técnica (tais como a-MEM, MEM, [BBS de Hank], DMEM) con-
tém 1 g/L de D-glicose (5,56 mM), RPMI 1640 contém 2,0 g/L de D-glicose
(11,12 mM) e F-12 de Ham contém 1,82 g/L de D-glicose (10,12 mM), res-
pectivamente. Conseqlientemente, o meio de cultura com o nivel de aguca-
res sendo reduzido até 1% significa 0 meio de cultura contendo de 55,60 a
111,20 de 55,60 a 111,20 uM de acucares.

Os presentes inventores descobriram que, quando a mistura ce-

lular é cultivada no meio de cultura sob o nivel limitado de agticares menor
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do que 1% em comparacdo com o nivel de aglcares geralmente usado na
técnica, os nao-cardiomidcitos sofrem morte celular, enquanto a célula do
mesoblasto nao-diferenciada, os cardiomiocitos programados e os cardiomi- .
6citos podem sobreviver no meio de cultura sob tal condigdo. Na presente
invengao, uma condi¢do suplementada com pouca glicose pode ser alcan-
cada pelo uso, pbr exemplo, de meio de cultura RPMI (livre de agucar) e
meio de cultura DMEM (livre de agucar) (ambos da GIBCO).

Conforme aqui utilizado, o termo "componente do soro" inclui o
proprio soro, componentes de agentes biologicamente ativos contidos no
soro animal ou humano e componentes produzidos recombinantemente ou
artificialmente do agente biologicamente ativo. No presente relatério descriti-
vo, o0 termo "uma condi¢dao suplementada com pouco soro" refere-se a con-
dicao onde o nivel de soro ou o componente do soro, ou 0s componentes
produzidos recombinantemente ou artificialmente do agente biologicamente
ativo é limitado a 0% a 10% em comparagdo com os nhiveis de soro 0s quais
s80 suplementados com o meio de cultura usado para obter células de me-
soblasto n&o-diferenciadas é considerado como sendo 100%, e inclui, por
exemplo, uma "condigdo sem soro". Consequentemente, um exemplo de
"uma condicdo suplementada com pouco soro" é o caso quando 10% de
soro é suplementado com 0 meio de cultura para obter as células de meso-
blasto ndo-diferenciadas, a concentragdo de soro no meio de cultura é limi-
tada a menos de 1% para selecionar os cardiomidcitos programados ou 0s
cardiomidcitos. Os presentes inventores descobriram que, quando 0s niveis
dos componentes de soro contidos no meio de cultura sao limitados a menos
de 10% em comparagao com 0s niveis dos componentes de soro no meio de
cultura geralmente usados na técnica, os nao-cardiomiocitos sofrem morte
celular, enquanto que a célula nao-diferenciada, os cardiomidcitos progra-
mados e os cardiomidcitos podem sobreviver no meio de cultura.

Na presente invengao, o termo "uma condi¢ao nutricionalmente
pobre" refere-se a condicao onde os niveis de cada componente'nutricional
contido nos meios de cultura os quais sdo geraimente usados na técnica

(tais como meio de cuitura RPMI, meio de cultura DMEM, meio de cultura
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MEM, meio de cultura F12 e meio de cultura a-MEM) sdo limitados a menos
de 10%, em comparacdo com 0Os niveis dos componentes nutricionais no

meio de cultura geralmente usados na técnica. Na presente invengéo, é de-

- sejavel limitar os niveis dos componentes nutricionais até 10%. Os presentes

inventores descobriram que, quando os niveis dos componentes nutricionais
no meio de cultura sdo limitados a 10% em comparagao com os niveis dos
componentes nutricionais no meio de cultura geralmente usado na técnica,
os nao-cardiomidcitos sofrem morte celular, enquanto que a célula de meso-
blasto ndo-diferenciada, os cardiomidcitos programados e os cardiomidcitos
podem sobreviver no meio de cultura. Tal "condi¢gdo nutricional pobre" do
meio de cultura pode ser preparada pela diluicdo de 1 volume do meio de
cultura geralmente usado na técnica (meio de cultura RPMI, meio de cultura
DMEM, meio de cultura MEM, meio de cultura F12 e meio de cultura a-MEM)
usando 9 volumes de salina fisiolégica (tal como BSS de Hank (sem acucar)
ou PBS).

Na presente invengéo, o termo "uma condi¢do com pouco calcio”
refere-se a condi¢do onde a concentragdo de calcio contida no meio de cul-
tura varia entre 0,3 e 1,3 mM. O meio de cultura geralmente usado para a
diferenciagédo nos cardiomiécitos (tal como meio de cultura DMEM, meio de
cultura MEM e meio de cultura a-MEM) contém concentragdo de 1,8 mM de
célcio no meio de cultura. E conhecido na técnica que a concentragao de
calcio é mantido em torno de 1,8 mM, por todo o periodo de cultivo para a
diferenciagdo nos cardiomiécitos. Os presentes inventores descobriram que
guando a concentragao de célcio no meio de cultura esta limitada entre 0,3 a
1,3 mM da concentra¢éo de célcio, os valores dos quais sdo significativa-
mente mais baixos do que a concentra¢éo de calcio no meio de cultura ge-
ralmente usadas na técnica, os nao-cardiomidcitos sofrem morte celular, en-
quanto que a célula de mesoblasto nao-diferenciada, os cardiomidcitos pro-
gramados e os cardiomiocitos podem sobreviver no meio de cultura. O meio
de cultura RPMI e o0 meio de cultura F12 (ambos da GIBCO) podem ser usa-
dos como os exemplos do meio de cultura com uma "condicdo com pouco

calcio" da presente invengao.
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Na presente invencao, 0 termo "uma condicdo de pH levemente
acido" refere-se a condigao onde o pH do meio de cultura varia entre 6 e 7.
Sabe-se da técnica que a condicdo de pH do meio de cultura geralmente
usada para a indug¢éo da diferenciagéao dos cardiomiécitos (tal como meio de
cultura RPMI) meio de cultura DMEM, meio de cultura MEM, meio de cultura
F12 e meio de cuitura a-MEM) e requerida para ser mantida por volta de pH
7,5, a qual € a mesma que a condigao fisioldgica. O pH do BSS baésico é a-
justado para ser em torno de pH 6,5 no incubador com CO; 5%. Os presen-
tes inventores descobriram que, quando o pH do meio de cultura é abaixado
para pH 6,5, o qual é mais acido do que o pH do meio de cultura geralmente
usado na técnica, os ndo-cardiomiécitos sofrem morte celular, enquanto que
a celula de mesoblasto ndo-diferenciada, os cardiomidcitos programados e
os cardiomiocitos podem sobreviver no meio de cultura. O meio de cultura
com "uma condi¢éo de pH levemente 4cida" da presente invengdo pode ser
preparado pelo ajuste do pH do meio de cultura usando a Solugdo de Sais
Balanceada de Hank (BBS de Hank).

Na presente invengdo, os cardiomiécitos podem ser purificados
mais eficientemente pela exposicdo da mistura celular acima mencionada a
qualquer combinagdo de duas ou mais condi¢oes adequadas do meio de
cultura (isto é, o método de selecdo baseado na resisténcia fisiolégica).

Os presentes inventores descobriram que quando o meio de cul-
tura é privado de agucares, os nado-cardiomidcitos sofreram morte celular
nos corpos embridides derivados das células-tronco embrionérias. Os pre-
sentes inventores ainda estudaram um substrato alternativo o qual pode pre-
feriveimente fornecer aos cardiomiécitos uma energia diferente de agucares,
para o propésvito de melhorar ainda mais a seletividade da célula de meso-
blasto ndo-diferenciada, os cardiomidcitos programados e os cardiomidcitos
contidos nos corpos embridides.

Como resultado, os presentes inventores descobriram que é efi-
caz suplementar o meio de cultura com &cido latico (lactato, 0,1 a 5 mM),
uma combinagéo de um é&cido aspartico (200 a 100 mg/L) e &cido glutadmico

(20 a 100 mg/L) ou &cido pirdvico (0,5 a 5 mM), ou qualquer combinagdes
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desses no lugar dos agucares. Baseando-se nessas descobertas, é conside-
rado que tais substituintes de agucar 'podem especificamente fornecer aos
cardiomiécitos os nutrientes necessarios.

O método de selegao descrito acima ¢é referido como "método de
sele¢gdo baseado em metabolismo”, uma vez que o método usa a capacida-
de metabdlica dos cardiomiécitos para selecionar os cardiomiécitos. O mé-
todo de sele¢cao baseado em metabolismo da invengdo é caracterizado pelo
cultivo da mistura celular contendo os cardiomiécitos sob uma condicéo su-
plementada com-4cido lactico, uma condicdo suplementada com acido as-
partico/acido glutdmico ou uma condi¢do suplementada com &cido pirtvico.

Na presente invencao, os dois tipos . de métodos para selecionar
os cardiomidcitos (isto €, 0 método de selecao baseado na resisténcia fisio-
l6gica e o método de selegdo baseado no metabolismo) podem ser usados
em combinag&o para purificar os cardiomiécitos num alto grau de pureza.
Também os métodos acima sdo repetidamente executados para alcancgar
um grau mais alto de purificagao.

A mistura celular contendo a célula de mesoblasto ndo-diferen-
ciada, os cardiomidcitos programados e os cardiomidcitos os quais sdo usa-
dos na presente invengdo como uma origem dos cardiomidcitos pode tam-
bém ser preparada a partir das células-tronco ou fetos. Nesse contexto, o

termo "células-tronco” inclui, porém néo esta limitado, a células totipotentes

__as quais podem se diferenciar em quaisquer tipos de células (tais como célu-

las-tronco embrionarias) e células pluripotentes as quais podem se diferen-
ciar em multiplos tipos particulares de células (tais como células-tronco adul-
tas da medula éssea).

Acredita-se que, durante a preparagao dos cardiomidcitos a par-
tir das células-tronco embrionarias, conforme a diferenciagao progride, as
células-tronco embrionarias podem se diferenciar no mesoblasto ndo-
diferenciado, e a seguir subsequentemente ser modificadas nos cardiomidoci-
tos programados, e finalmente formar os cardiomidcitos. Aqui, "célula de
mesoblasto ndo-diferenciada" refere-se as células as quais expressam a

proteina Brachyury (um marcador especifico para as células de mesoblasto
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nao-diferenciadas).

Entretanto, "cardiomidcitos programados” refere-se as células as
quais expressam as proteinas especificas de células de mesoblasto nao-
diferenciadas, tais como a proteina Brachyury, porém néo expressam as pro-
teinas especificas de cardiomidcitos, tais como a Nkx2.5 e Actinina. Os car-
diomidcitos programados tém a capacidade de se diferenciar exclusivamente
nos cardiomiocitos sem a necessidade de suplementar quaisquer substan-
cias adicionais no meio de cultura. "Cardiomidcitos" refere-se a células de
pulsacao autondmica quando as células sao viadveis e também a células ex-
pressando alguns marcadores, tais como Nkx2.5, GATA4 e actinina, as
quais podem ser detectadas apés fixagao.

Por exemplo, quando as células-tronco embrionarias de camun-
dongo s&o usadas como a origem dos cardiomidcitos, a populagdo celular a
qual pode sobreviver sob essas condi¢cdes de cultivo pode ser selecionada
como uma populagéo celular consistindo nos cardiomidcitos programados ou
dos cardiomidcitos das células consistindo nos corpos embridides pelos se-
guintes passos: indu¢do da diferenciagao das células-tronco embrionarias de
camundongo pela eliminagéo de LIF do meio de cultura, a seguir incubagao
por 4 a 7 dias das células-tronco embrionarias de camundongo para gerar
corpos embridides e o cultivo dos corpos embridides sob o método de sele-
¢do baseado na resisténcia fisioldgica e/ou no método de selecdo baseado

_no metabolismo para selecionar a populagao de células viavel como os car-
diomidcitos programados ou os cardiomidcitos.

A titulo de exemplo, depois de 5 dias do inicio da indugdo de
diferenciacdo, as células foram selecionadas por mais 24 horas sob uma
condicao suplementada com pouca glicose e qualquer uma ou quaisquer
combinagbes dos quatro tipos de condigdes (isto €, uma condigdo suplemen-
tada com pouco soro, uma condi¢do nutricional pobre, uma condicdo com
pouco calcio e uma cbndigéo com pH levemente acido). Embora as células-
tronco fossem aquelas sem capacidade de pulsagdo, a populacdo celular
sem capacidade de pulsagéo foi imunomarcada usando um anticorpo contra

Brachyury, o marcador da célula de mesoblasto nao-diferenciada, resultando
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em imagens positivas de BrachyUry-em quasé todas as células. Isso significa
que o presente método € um método péra selecionar efetivamente as células
de mesoblasto nao-diferenciadas.

Além disso, as células Brachyury positivas foram imunomarca-
das usando um anticorpo contra a ka2.5 (a qual é um marcador de proteina
homedtico de desenvolvi}mento prematuro atualmente conhecido especifico
para os cardiomiocitos), resultando em imagens negativas em quase todas
as células. Todavia, o cultivo continuado das células resultou na diferencia-
¢ao de cerca de 80 a 90% das células nos cardiomidcitos. ConseqUentemen-
te, é considerado que as células de mesoblasto nao-diferenciadas no méto-
do acima sdo desconhecidas, porém os cardiomiécitos programados mais
primitivos.

A titulo de outro exemplo, para selecionar os cardiomidcitos, os
corpos embridides derivados das células-tronco embrionarias depois de 4 a 6
dias do inicio da indug&@o de diferenciacdo podem ser cultivados por cerca de
3 dias no meio de cultura sem soro preparado pela mistura de MEM (meio
essencial minimo) [BSS de Hank] (Invitrogen) e um a-MEM (SIGMA) na pro-
porcdo de MEM [BSS de Hank]:a-MEM = 9:1 a 1:9, suplementado com ITS
linsulina (10 mg/L), transferrina (5,5 mg/L) e selenita de sddio (6,7 mg/L)]
(GIBCO) (nesse caso, a concentragéo de calcio foi de cerca de 1,3 mM). Essa

condigdo de meio de cultura corresponde a uma condigdo suplementada com

pouco soro, uma condigao com pouco célcio e uma condi¢ao de pH levemen-

te &cido. Os cardiomiécitos programados preparados dessarformé—;)odem éer
continuamente cultivados no mesmo meio de cultura para se diferenciarem
nos cardiomidcitos. Quando a manipulagao da mistura celular é efetuada de-
pois de 5 dias do inicio da inducgéo da diferenciagao, especialmente depois da
indugéo dos cardiomidcitos de pulsagdo autondémica, é possivel selecionar
eficientemente o cardiomidcito pelo simples cultivo em MEM [BSS de Hank]
sob uma condi¢ao suplementada com pouco soro e uma condicdo de pH le-
vemente &cido. Os cardiomiocitos preparados dessa forma podem ser conti-
nuamente cultivados no meio de cultura misturado de MEM e a-MEM para se

diferenciar em musculo atrial e em musculo ventricular.
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A titulo de outro exemplo, os corpos embridides derivados das
células-tronco embrionarias foram lavados usando um meio sem agucar tal

como BSS de Hank (GIBCO) para eliminar completamente agucares e, a

~seguir, foram cultivados por 3 a 7 dias no meio de cultura (BSS de Hank

[sem acucar/DMEM [sem agucar] = 9:1 sob uma condicdo suplementada
com pouco soro, uma condi¢cao nutricional pobre (tal como aquelas prepara-
das pela diluicdo de 10 vezes de um meio de cultura comercialmente dispo-
nivel com solugdo de tampao isoténico), uma condigdo de pH levemente a-
cido e uma condigdo com pouco célcio, as quais foram suplementadas com
1 mM de &cido latico (uma condigdao suplementada com acido latico), 20
mg/L de acido aspartico e 20 mg/L de &cido glutdmico (uma condigdo su-
plementada com acido aspartico/acido glutdmico) ou 1 mM de acido piravico
(uma condigao suplementada com acido pirtvico). Como resultado, é possi-
vel selecionar eficientemente o cardiomidcito pelo método acima.

Numa tentativa de preparar os cardiomiécitos usando as células-
tronco resultantes derivadas da medula éssea, os métodos descritos acima
também sao aplicéveis para selecionar os cardiomiécitos da mistura celular
das células-tronco adultas. Aqui, os cardiomidcitos derivados da medula 6s-
sea de camundongo foram induzidos usando as células e o método confor-
me descrito em WO01/048151 (PCT/JP00/09323). Em outras palavras, célu-
las CMG séao cultivadas em IMDM (meio Dulbecco modificado de Iscove)
(GIBCO) suplementado com 20% de soro bovino fetal (a respeito do método
para estabelecer as células CMG, ver J. Clin. Invest., 1999, Vol. 103, p 697 a
705) cultivado por mais 24 horas num meio de cultura suplementado com
uma concentracao final de 3 umol/L de 5-azacitidina (SIGMA), a seguir culti-
vadas por 2 a 3 semanas no meio de cultura acima sem 5-azacitidina. Como
resultado, esse método de sele¢do permite a indugdo da diferenciacdo das
células em cardiomiécitos de pulsa¢do autonémica. E possivel obter os car-
diomidcitos pelo cultivo adicional da mistura celular contendo os cardiomiéci-
tos de pulsagao autonémica sob o método de selecdo baseado na resistén-
cia fisiolégica e/ou no método de sele¢do baseado no metabolismo.

Além disso, durante a preparagao dos cardiomidcitos a partir dos
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fetos de camundongo, os cardiomiécitos podem ser selecionados e purifica-
dos a partir do 72 dia de vida embrionaria (o ponto de tempo quando os car-
diomidcitos aparecem primeiro; o ponto de tempo corresponde ao dia 16 de-
pois da fertilizagao no caso de seres humanos) pelo seguinte procedimento:
isto é, remogdo de modo asséptico dos fetos de camundongo, lavagem de-
les usando BSS de Hank [sem ac¢ucar] quatro vezes, pipetagem de varias
vezes usando uma pipeta de 10 mL para dispersar os fetos para separar as
massas celulares, cultivo das massas celulares sob o método de selegdo
baseado na resisténcia fisioldégica e/ou no método de selégéo baseado em
metabolismo e sele¢do dos cardiomidcitos.

Deste modo, na presente invengdo, a mistura celular contendo a
célula de mesoblasto nao-diferenciada, os cardiomiécitos programados e os
cardiomiocitos usados como origem dos cardiomiécitos é cultivada sob o
método de selecdo baseado na resisténcia fisioldgica é/ou no método de
selecdo baseado no metabolismo para ganhar massas dos cardiomidcitos,
as quais sao formadas pela adesao dos cardiomiécitos uns nos outros. En-
tretanto, uma vez que as massas preparadas dessa forma dos cardiomi6ci-
tos s&o cobertas por uma camada dos nao-cardiomidcitos mortos, é neces-
sario eliminar a camada de nao-cardiomiécitos mortos das massas antes de
transplantar as massas dos cardiomiécitos. Considerando esse assunto os
presentes inventores estudaram adicionalmente conforme descrito abaixo.

Os presentes inventores descobriram ainda que, quando massas
celulares séo tratadas com um método de dispersao celular geral (tais como
aqueles usando enzimas proteoliticas aleatorias tais como Trypsin ou agen-
tes quelantes de ions, tais como EDTA), as células dispersas perdem signifi-
cativamente a viabilidade das células. Consequientemente, existe necessi-
dade por um novo método para eliminar eficientemente as células mortas
aderidas na superficie dos corpos embridides enquanto se mantém as mas-
sas dos cardiomiocitos.

E geralmente considerado que a conjugacao célula-célula é al-
cangada pela ligacdo através da matriz extracelular (tal como colageno, fi-

bronectina e elastina) ou pela ligagédo direta entre as proteinas de membra-
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na. Os presentes inventores descobriram que a digestdo das massas dos
cardiomiécitos usando colagenase ou elastase (as quais apresentam uma

elevada especificidade para as proteinas de matriz) poderiam eliminar efici-

-entemente os nao-cardiomiécitos mortos aderidos na superficie das massas

celulares dos cardiomiécitos enquanto mantém as formas das massas sem
serem dispersas em células separadas. A partir dos resultados, a adesao
célula-célula entre os cardiomiécitos é formada pela ligagdo direta através de
N-caderina ou conexina.

Na presente invengéo, é possivel eliminar eficientemente as cé-
lulas mortas, por exemplo, somente pela agitagdo dos corpos embridides na
presenca de 0,01 a 0,1% da colagenase tipo HlI (Wartington) por 20 minutos
em banho-maria de 37°C, pela separacao das células mortas dos cardiomio-
citos, pela repeticdo da centrifugagé@o e substituicdo do sobrenadante quatro
vezes para remover por lavagem completamente a colagenase e pela obten-
¢ao do produto final.

Entretanto, mesmo depois do tratamento da colagenase, os a-
gregados obtidos dessa forma podem possivelmente e indesejavelmente
conter as células mortas dos nao-cardiomiécitos. Quanto mais longo é efetu-
ada a selecdo baseada no metabolismo, mais freqlientemente os agregados
contendo células mortas podem aparecer. Examinando a densidade de tais
agregados contendo células mortas, os presentes inventores descobriram
gue a densidade e a gravidade especifica das células mortas é maior do que
aquelas das células vivas e também descobriram que as células vivas po-
dem ser separadas das células mortas usando um método de centrifugacéo
por gradiente de densidade adequado. Um agente usado para separar célu-
las viaveis das células mortas através do método de centrifugagédo por gradi-
ente de densidade inclui, porém ndo esté limitado, a Percoll® (Pharmacia),
Ficoll™ (Pharmacia), Optiprep (GIBCO).

EXEMPLOS
EXEMPLO 1: formacéo de agregados seletivos de cardiomidcitos pelo culti-

vo das células-tronco embriondrias de camundongo sob uma condicdo su-

plementada com pouco soro ou uma condica0 sem Soro
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Esse Exemplo tem por 'objetivo estudar o efeito da deplecéo de
soro nas massas celulares contendo os cardiomiécitos (corpos embridides),
mais especificamente o efeito da depleg&o de soro na sele¢édo dos cardiomi-
écitos das massas celulares (os corpos embridides), pelo cultivo das massas
celulares (os corpos embriddies) no meio de cultura Iiv're de soro.

As células-tronco embrionarias de camundongo (0 nome da li-
nhagem celular é EB3, Nat. Genet. 2000; 24: 372 a 376) foram gentilrhente
fornecidas pelo Dr. Hitoshi Niwa de RIKEN, Japao. As células-tronco embri-
onarias humanas sdo cultivadas por um total de 7 dias usando um método
semelhante ao método existente (Differentiation 2001, 68, p31 a 43), isto &,
75 células ES por uma EB foram cultivadas como as massas celulares por
um total de 7 dias no meio de cultura [a-MEM (meio minimo essencial)
(SIGMA), FBS 10% (EQUITEC BIO), penicilina 100 unidades/mL, estrepto-
micina 50 pg/mL (GIBCO)] usando o método de gota suspensa. Depois da
diferenciagdo nas massas celulares (os corpos embridides) contendo os car-
diomidcitos usando o método acima, os corpos embridides foram cultivados
sem ficarem aderidos na placa de cultura usando o meio de cultura descrito
acima por 3 a 5 dias a 37°C em 5% de CO,. O método descrito acima é o
método de diferenciagdo de cardiomiécito convencional. Figura 1 mostra a
aparéncia das massas celulares obtidas sob o método convencional acima.
Aqui, a Figura 1A mostra a aparéncia microscopica do corpo embridide; Fi-
gura 1B mostra o esbogo da regido de exjsténcia dos cardiomidcitos no cor-
po embridide, o qual foi detectado pela imunomarcagéo fluorescente especi-
fica usando o anticorpo antiactinina (SIGMA); e Figura 1C mostra o esbogo
da regiao de existéncia de cardiomidcitos no corpo embridide, a qual foi i-
dentificada pela imunomarcagao fluorescente, e foi delineada numa imagem
microscépica de contraste de fase da Figura 1A. Conforme mostrado no es-
quema de um modo de existéncia dos cardiomidcitos num corpo embridide
aderido (Figura 1D), os cardiomiécitos foram rodeados por outras células e
foi dificil de separa-los e purificados do corpo embridide.

Por outro lado, as células-tronco embrionarias de camundongo

foram diferenciadas mas massas celulares (os corpos embridides) contendo
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os cardiomidcitos sob a mesma condi¢édo, foram cultivadas por 5 dias fican-
do aderidas numa placa de cultura e foram, a seguir, cultivadas por mais 3

dias no meio de cultura sem soro para as células embridides contendo os

- cardiomidcitos.

Os resultados estéo apresentados na Figura 2. Aqui, a Figura 2A
mostra imagens microscopicas dos corpos embridides aderidos submetidos
a cultura seletiva sob a condicdo acima, e Figura 2B mostra o esbogo da
regido de cardiomiécito de pulsagdo autonémica nos corpos embridides a
qual foi identificada pela andlise de video. Conforme mostrado no esquema
de um modo de existéncia dos cardiomidcitos nos corpos embridides depois
da cultura seletiva (Figura 2C), a populagéo celular dos cardiomidcitos existe
na regiao da superficie dos corpos embridides, onde os cardiomidcitos foram
considerados como estando agregados uns aos outros.

EXEMPLO 2: Formacéo dos agregados seletivos de cardiomidcitos progra-

mados e formacdo dos agregados contendo os cardiomidcitos numa alta

taxa_pela cultivo das células-tronco embrionarias de camundongo sob uma

condicao suplementada com pouco soro ou uma condicdo sem Soro

Esse exemplo visa estudar o efeito da deplecdo do soro nas
massas celulares (os corpos embridides) contendo os cardiomidcitos pro-
gramados, mais especificamente o efeito da deplegdo de soro na selecdo
dos cardiomiécitos programados das massas celulares (os corpos embridi-

des), pelo cultivo das massas celulares (os corpos embridides) contendo os

 cardiomidcitos programados no meio de cultura sem soro.

As células-tronco embrionéarias de camundongo foram cultivadas
por 5 dias usando um método padréao descrito no Exemplo 1 no meio de cul-
tura [a-MEM (SIGMA), FBS 10% (EQUITEC BIO), penicilina/estreptomicina
(GIBCO), isto &, 75 células ES por uma EB foram cultivadas como as mas-
sas celulares no meio de cultura acima usando o método de gota suspensa
por 5 dias a 37°C em 5% de CO, para formar os corpos embridides. As célu-
las de pulsagao autonémica foram observadas nos corpos embridides em 7
dias apés o inicio da cultura de diferenciacdo das células usando o meio de

cultura existente (conforme definido no Exemplo 1). A seguir, depois de 5
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dias a partir do inicio da cultura de diferenciagdo das células, o estagio
quando quaisquer cardiomiécitos de pulsagao autondémica nao foram obser-
vados, as células foram cultivadas sob a condigdo sem soro por mais 1 dia

(24 horas) (os mesmos resultados sdo produzidos em ambas as situacdes

 quando a cultura se iniciou em 4 dias ou 6 dias a partir do inicio da cultura

de diferenciag;_éio). Figura 3A mostra a aparéncia morfoldgica dos corpos em-
bridides, os quais forma cultivados na condicdo suplementada com soro
normal por 6 dias, enquanto que a Figura 3B mostra a aparéncia morfolégica
dos corpos embridides aproximadamente no mesmo estagio que na Figura
3A, os quais foram cultivados sob uma condigao livre de soro por mais 1 dia
(24 horas) no 52 dia a partir do inicio do cultivo.

Quando as massas celulares mostradas na Figura 3B, as quais
foram preparadas pelo cultivo sob uma condigdo sem soro por um dia adi-
cional (24 horas) no 5° dia do inicio do cultivo (isto é, pelos seguintes pas-
sos: transferéncia do meio de cultura contendo os corpos embridides para
um tubo de centrifuga seguido pela precipitagdo espontanea, remog¢do do
sobrenadante, lavagem uma vez usando meio de cultura sem soro [a-MEM
(SIGMA), insulina/transferrina/selénio (GIBCO) e penicilina/estreptomicina
(GIBCO)), e a seguir pela substituicido com o mesmo meio de cultura) foram
ainda cultivadas por mais 1 a 4 dias, as células cultivadas sido diferenciadas
nas massas celulares contendo cardiomiécitos de pulsagdao autonémica em

alto indice. Consequentemente, os resultados demonstram que as massas

celulares contendo os cardiomiécitos programados, 0s quais nao puléém
autonomicamente porém sdo programados para se diferenciar nos cardiomi-
Ocitos posteriormente, com uma alta propor¢édo podem ser formados pelo
cultivo das células-tronco embrionarias de camundongo sob uma condigdo
sem soro por mais 1 dia (24 horas) no 52 dia a partir do inicio do cultivo.

EXEMPLO 3: Inibicdo seletiva da diferenciacao/crescimento das células que

nao sao cardiomidcitos pelo cultivo de células-tronco embrionarias de ca-

mundongo sob uma condicdo de meio de cultura com pouco calcio .

Esse exemplo visa o estudo do efeito da concentracdo de célcio

reduzida nas massas celulares (os corpos embridides) contendo os cardio-
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midcitos, mais especificamente o. efeito da concentragdo de célcio reduzida
na selecao dos cardiomiécitos das massas celulares (os corpos embridides)
pelo cultivo das massas celulares (0s corpos embridides) no meio de cultura
sob a concentragdo de calcio reduzida. -

As células-tronco embrionarias de camundongo foram cultivadas
por um total de 7 dias usando um método padrao descrito no Exemplo 1 no
meio de cultura [a-MEM (SIGMA), FBS 10% (EQUITEC BIO), penicili-
na/estreptomicina (GIBCO)), isto é, 75 células ES por uma EB foram cultiva-
das como amassas celulares no meio de cultura usando o método de gota
suspensa por um total de 7 dias para formar corpos embridides, os quais
foram, a seguir, diferenciados em massas celulares (0os corpos embridides)
contendo os cardiomiécitos. A concentracdo de célcio no meio de cultura
para a diferenciagdao do cardiomiécito foi de 1,8 mM. No caso desse método
de cultivo, o conteudo de cardiomiécitos foi de cerca de 10%, engquanto ou-
tras células foram feitas de células ndo-diferenciadas, das células neuronais
e das células epiteliais.

Por outro lado, nesse Exemplo, 75 células ES de camundongo
por uma EB foram cultivadas como as massas celulares por 5 dias no meio
de cultura [a-MEM (SIGMA), FBS 10% (EQUITEC BIO), penicilina/estrepto-
micina (GIBCO)] para formar os corpos embridides usando o método de gota
suspensa, as quais foram a seguir aderidas na placa de cultivo, e adicional-
mente cultivadas no mesmo meio de cultura por mais 1 dia (24 r_u_)ras). A se-
guir, 6 dias depois do im’ci_c;'da cultura de difé?enciagéo, isto é, 1 dia (24 ho-
ras) depois de aderir os corpos embridides na placa, no grupo de controle,
0s corpos embridides foram cultivados em meio de cultura RPMI (concentra-
¢ao de célcio de 1,8 mM) suplementado com FBS 10% pelo dia 8 de cultivo
(Figura 4A), enquanto que no grupo experimental, os corpos embridides fo-
ram cultivados em meio de cultura RPMI (concentragdo de calcio de 0,4 mM;
GIBCO) suplementado com FBS 10% (Figura 4B). Como resultado, em com-
paragdo com os corpos embridides ndo-tratados, no caso dos corpos em-

bridides tratados com uma condicdo com pouco calcio, o crescimento de

células de forma plana foi suprimido ao redor da periferia dos corpos embri-
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dides, ou a diferenciacdo dos corpbs embridides nas células neuronais foi
inibida (Figura 4B).
EXEMPLO 4: Selecéo dos cardiomiocitos programados a partir das células- .

tronco embrionarias de camundongo sob uma condicéo sem soro/levemente

- acida

Esse Exemplo visa o estudo do efeito complexo da deplecéo de
soro e uma condi¢do de pH levemente acida nas massas celulares (os cor-
pos embridides) contendo os cardiomidcitos programados, mais especifica-
mente o efeito complexo da deplegao de soro e de um pH levemente acido
na sele¢do dos cardiomidcitos programados das massas celulares (os cor-
pos embridides), pelo cultivo das massas celulares (os corpos embridides)
no meio de cultura sob uma condi¢cdo sem soro e de um pH levemente aci-
do.

Nesse Exemplo, 75 células ES de camundongo por uma EB fo-
ram cultivadas como as massas celulares por 5 dias a partir do inicio da dife-
renciagao no meio de cultura [a-MEM (SIGMA), FBS 10% (EQUITEC BIO),
penicilina/estreptomicina (GIBCO)] usando o método de gota suspensa para
formar corpos embridides, os quais foram, a seguir, diferenciados nas mas-
sas celulares (os corpos embridides) contendo os cardiomidcitos programa-
dos. Nesse Exemplo, 5 dias depois do inicio da cultura de diferenciagédo das
celulas, o estagio onde quaisquer cardiomiécitos de pulsagdo autondmica
ainda nao foram observados, as células foram ainda cultivadas em MEM
(meio  essencial minimo) (GIBCO) suplementado com insuli-
na/transferrina/selénio (GIBCO) por mais 1 dia (24 horas) de meio de cultura
(os mesmos resultados sdo produzidos em ambas as situagdes quando a
cultura foi iniciada em 4 dias ou 6 dias a partir do inicio da cultura de diferen-
ciagéo). Uma vez que a condicdo de pH desse meio de cultura é ajustada
para estar em torno de pH 6,5 sob uma condicdo de 5% de CO,, as células
foram cultivadas no meio de cultura levemente acido sob uma condi¢édo de
5% de CO..

A cultura resultou na formacao de massas celulares contendo os

cardiomiocitos programados sem a pulsagao autondmica numa taxa eleva-
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da. Figura 5A mostra a aparéncia morfolégica do corpo embridide aderido o
qual foi cultivado na condicao suplem_entada com soro normal, Figura 5B
mostra a aparéncia morfoldgica do corpb embridide, o qual foi cultivado por 1
dia (24 horas) sob uma condicdo sem soro, e Figura 5C mostra a aparéncia
morfoldgica do corpo embridide o qual foi cultivado por 2 dias (48 horas) sob
uma condicdo sem soro, respectivamente. Sob a condicao apresentada na
Figura 5C, as células adjacentes a superficie do corpo embridide sofreram
seletivamente morte celular, enquanto que as células na parte central do
corpo embridide ndo sofreram morte celular (Figura 5). Figura 5D mostra o
esbogo da regido dos cardiomidcitos programados baseando-se na andlise
mostrada na Figura 5C, e também mostra as células mortas indicadas pelas
setas.

Os inventores obtiveram dois tipos de massas celulares nesse
Exemplo: um tipo de massa celular foi selecionada pelo cultivo dos corpos
embridides depois de 5 dias a partir de sua formagao por mais 24 horas sob
uma condigao sem soro/de pH levemente acido; o outro tipo de massa celu-
lar foi selecionado pelo cultivo adicional das massas celulares obtidas acima
por mais 3 dias (72 horas). As se¢des congeladas dessas massas celulares
foram preparadas por imunomarcagao usando um anticorpo anti-Brachyury
(Santacruz) contra a proteina Brachyury (a qual € um marcador de células
de mesoblasto nao-diferenciado) (Figs. 6A a 6D). Como resultado, a propor-
¢ao das células Brachyury positivas cultivadas por 24 hortas sob uma condi-
¢30 sem soro/de pH levemente acido (Figs. 6B e 6D) foi significativamente
maior em comparagcdo com aquela das células Brachyury positivas cultiva-
das por 24 horas no meio de cultura contendo soro suplementado e na con-
dicdo de pH natural (Figs. 6A e 6C). Quase todas as células das massas
celulares selecionadas pelo cultivo por mais 3 dias sdo células Brachyury
positivas (dados nao apresentados). As massas celulares cultivadas por
mais 3 dias foram imunomarcadas usando um anticorpo contra Nkx2.5 (anti-
corpo anti-Nkx2.5 (Santacruz)) (Figs. 6E a 6N). Acredita-se que o marcador
Nkx2.5 seja um marcador de desenvolvimento inicial expresso nos cardiomi-

ocitos programados e é conhecido por ser continuamente expresso nos car-
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diomidcitos diferenciados. Figs. 6E a H mostram a aparéncia morfoldgica
dos corpos embriéideé (EB), os quais'foram preparados pelo cultivo por 24
horas no meio de cultura contendo soro e o pH neutro, seguido pelo cultivo
por mais 3 dias no mesmo meio de cultura. E mostrado que uma parte das
células dentro do EB foi diferenciada nos cardiomiécitos sob essas condi-
¢cOes de cultivo. Além disso, a proporgao das células diferenciadas nos car-
diomidcitos foi similar aquela das células Brachyury positivas (Figs. 6A e
6C). Por outro lado, no caso de EBs as quais foram cultivadas por 24 horas
sob uma condi¢do de pH sem soro/levemente acida (mostrada nas Figs. 6l a
N), a proporgédo das células diferenciadas nos cardiomidcitos foi considerada
como sendo tao grande quanto 80% da quantidade total das células, a qual
também foi semelhante aquela das células Brachyury positivas (Figs. 6B e
6D).

As células selecionadas pelo procedimento de 5 dias + 1 dia (24
horas) foram positivas para o anticorpo anti-Brachyury, porém foram negati-
vas para o anticorpo anti-Nkx2.5 (Figs. 6, linhas O e P). Enquanto isso, as
massas celulares selecionadas pelo procedimento de 5 dias + 1 dia (24 ho-
ras) + 3 dias foram negativas para o anticorpo anti-Brachyury, porém foram
positivas para o anticorpo anti-Nkx2.5.

Deste modo, as massas celulares contendo os cardiomidcitos de
pulségéo autondémica numa alta taxa foram diferenciados pelo cultivo dessas
massas celulares por mais 1 a 4 dias. Conseqlientemente, as células sele-
cionadas pelo procedimento de 5 dias + 1 dia (24 horas) foram confirmadas

como sendo cardiomidcitos programados.

EXEMPLO 5. Selecdo dos cardiomidcitos a partir das células-tronco embrio-
narias de camundongo pelo cultivo sob uma condicdo sem soro/de pH leve-

mente acido

Esse Exemplo visa o estudo do efeito complexo de uma condi-
¢ao de deplegéo de soro e de pH levemente acido nas massas celulares (os
corpos embridides) contendo os cardiomidcitos, mais especificamente o efei-
to complexo de uma deplecéo de soro e de uma condigédo de pH levemente

acido na selegao dos cardiomiécitos das massas celulares (0s corpos embri-
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dides) pelo cultivo das massas celulares (0s corpos embridides) no meio de
cultura sem soro sob uma condicdo de pH levemente &cido. '

Nesse Exemplo, 75 células ES de camundongo por uma EB fo-
ram cultivadas como as massas celulares por 5 dias a partir do inicio da dife-
renciagao no meio de cultura [a-MEM (SIGMA), FBS 10% (EQUITEC BIO),
penicilina/estreptomicina (GIBCO)] usando o método de gota suspensa para
formar corpos embridides, os quais foram, a seguir, diferenciados nas mas-
sas celulares (os corpos embridides) contendo os cardiomidcitos programa-
dos. Nesse Exemplo, depois de 5 dias do inicio da cultura de diferenciagéo
das células, o estdgio quando quaisquer cardiomiécitos de pulsagdo auto-
ndémica ndo foram ainda observados, as células foram ainda cultivadas no
meio de cultura MEM sem soro (GIBCO) suplementado com insuli-
na/transferrina/selénio (GIBCO) por mais 2 dias (0s mesmos resultados sdo
produzidos em ambas as situagdes quando a cultura foi iniciada em 4 dias
ou dias a partir do inicio da cultura de diferenciagdo). As massas celulares
dos cardiomidcitos programados obtidas dessa forma foram ainda cultivadas
por mais 2 dias para se diferenciar nos cardiomiécitos. Figura 7A mostra
uma imagem de microscépio da massa de cardiomidcitos preparada dessa
forma, e Figura 7B mostra um esquema da aparéncia lateral do corpo emburi-
Oide da Figura 7A.

Sob a condicédo acima, as células diferentes dos cardiomiécitos
sofreram seletivamente morte celular, enquanto que os cardiomidcitos exi-
bem uma pulsagio forte e autondmica sem sofrer morte celular. Como resul-
tado, as massas celulares contendo uma alta proporcao de cardiomiocitos
sao geradas nesse Exemplo (Figura 7A e Figura 7B).

EXEMPLO 6: Selecdo dos cardiomidcitos pelo cultivo sob uma condicdo sem

acucar/sem soro e suplementada com acido latico e preparacdo dos cardio-

midcitos

Esse exemplo visa o estudo do efeito complexo da deple¢édo de
soro e da deplegdo de aglcar nas massas celulares (0s corpos embriéides)
contendo os cardiomiocitos, mais especificamente o efeito complexo da de-
plecao de soro e da deplecdo de aglcar na selecdo dos cardiomiécitos das
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massas celulares (0s corpos embriéides) pelb cultivo das massas celulares
(os corpos embridides) num meio sem agucar e sem soro.

Nesse exemplo, 75 células ES de camundongo por uma EB co-
Mo massa celular foram cultivadas por um total de 7 dias no meio de cultura
[a-MEM (SIGMA), FBS 10% (EQUITEC BIO), penicilina/estreptomicina
(GIBCO)] usando o método de gota suspensa para formar corpos embridi-
des, os quais foram, a seguir, diferenciados nas massas celulares (os corpos
embridides) contendo os cardiomidcitos. Os corpos embridides cultivados
por 10 dias a partir do inicio da diferenciacédo foram lavados de 4 a 5 vezes
usando o meio de cultura D-MEM (meio Eagle modificado da Dulbecco)
(sem agucar) (GIBCO) para eliminar completamente acgtcares no meio de
cultura e, a seguir, foram cultivados por 7 dias em meio de cultura D-MEM
(GIBCO) suplementado com &cido latico numa concentragao final de 1 mM
(é necessario medir visualmente a viabilidade dos cardiomiécitos de pulsa-
¢ao autondmica e outras células nas mdltiplas vezes de experimentos e para
ajustar o periodo de cultura entre 5 a 10 dias com base na viabilidade). Uma
vez que a concentragao in vivo de acido latico aumenta até cerca de 4 mM
sob a condig3o fisiolégica, a concentragado de acido latico de "1 mM" usada
no método desse Exemplo cai dentro da faixa fisioldgica.

Conforme mostrado na Figura 8, uma rede celular em forma ar-
queada consistindo no cardiomidécito viavel foi formada. Em outras palavras,
a Figura 8A mostra uma imagem de uma estrutura tipo rede formada pelos
cardiomidcitos selecionados, e Figura 8B mostra um esquema da vista late-
ral do corpo embridide da Figura 8A.

EXEMPLO 7: Eliminacdo das células mortas aderidas 4s massas dos cardi-

omidcitos

Uma vez que as massas celulares preparadas no Exemplo 6
estavam aderidas pelas células mortas ou pelas proteinas da matriz extrace-
lular, é necessario remover as células mortas ou as proteinas da matriz ex-
tracelular das massas dos cardiomiécitos para purificar as massas. Entretan-
to, foi demonstrado por estudos preliminares que uma enzima que causa a
protedlise ndo-especifica (tal como Trypsin) diminui significativamente a via-
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bilidade dos cardiomidcitos.

Desse modo, este exemplo visa o estudo de uma condigcdo para
remover seletivamente as células mortas ou a proteina da matriz extracelular
das massas contendo os cardiomidcitos.

As massas celulares preparadas no Exemplo 6 (mostrado na
Figura 8) foram tratadas com 0,01 a 0,1% de colagenase, a qual digere sele-
tivamente o coldgeno, uma das proteinas da matriz extracelular a 37°C por
20 minutos. Depois do tratamento somente com colagenase, as massas ce-
lulares foram lavadas com uma solugéo isoténica com uma pressdo osmoti-
ca fisiologica. Nesse estagio, uma vez que os cardiomiécitos formam as
massas celulares (ndo menos do que 40 um de diametro), as massas celula-
res foram lavadas pela troca de solugdo através da membrana comercial-
mente disponivel com poros de 40 um de didmetro, e a seguir as células di-
ferentes dos cardiomidcitos dispersas foram séletivamente removidas. O
passo de lavagem foi repetido de 4 a 5 vezes. As massas celulares coleta-
das foram cultivadas e, a seguir, foram imunomarcadas usando um anticorpo
anti-sarcomero-actinina (SIGMA) como um indicador dos cardiomiocitos
(Vermelho: [marcagéo da fibra estriada-cruzada no citoplasmal, azul: [mar-
cagéao dos nucleos com DAPI (sonda molecular)]}.

Como resultado, foi demonstrado que a proporgao dos cardiomi-
ocitos nas massas purificadas por esse Exemplo contabilizaram 80% da
quantidade total das células (Figura 9).

EXEMPLO 8: Purificacdo dos cardiomicifos pelo cultivo sob uma condicdo

sem_soro/levemente &cida/com pouco célcio/sem acucar e suplementada

com acido latico

Esse exemplo visa o estudo do efeito complexo da deplecéo de
soro, uma condi¢ao de pH levemente acido, uma condigao com pouco calcio
e a deplec¢é@o de agucar nas massas celulares (os corpos embridides) con-
tendo os cardiomiécitos, mais especificamente o efeito complexo da deple-
¢ao de soro, uma condi¢cdo de pH levemente acido, uma condigdo com pou-
co caicio e deplecdo de agucar na selegdo dos cardiomidcitos das massas

celulares (os corpos embriéides) pelo cultivo das massas celulares (os cor-
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pos embridides) no meio de cultura sob uma'condigéo sem soro, levemente
acida, sem calcio e sem agucar. |

Nesse Exemplo, 75 células ES de camundongo por uma EB fo-
ram cultivadas como as massas celulares por 5 dias a partir do inicio da dife-
renciagdo no meio de cultura [a-MEM (SIGMA), FBS 10% (EQUITEC BIO),
penicilina/estreptomicina (GIBCO)] usando o método de gota suspensa para
formar corpos embridides, os quais foram a seguir diferenciados em massas
celulares (os corpos embridides) contendo os cardiomidcitos programados.
Nesse Exemplo, depois de 5 dias a partir do inicio da cuitura de diferencia-
¢ao das células, o estagio quando quaisquer cardiomiécitos de pulsagdo au-
tonémica nao foram ainda observados, as células foram ainda cultivadas no
meio de cultura MEM em soro (GIBCO) suplementado com insuli-
na/transferrina/selénio (GIBCO) por mais 2 dias (0os mesmos resultados séo
produzidos em ambas as situagdes quando a cultura foi iniciada em 4 dias
ou em 6 dias a partir do inicio da cultura de diferenciacdo). As massas dos
cardiomidcitos programados obtidas dessa forma foram cultivadas por mais
2 dias para se diferenciarem nos cardiomidcitos. Nesse estagio, as massas
celulares contendo os cardiomiécitos numa alta taxa foram geradas.

A seguir, as massas celulares foram lavadas de 4 a 5 vezes u-
sando meio de cultura D-MEM (sem agucar) (GIBCO) para eliminar comple-
tamente agucares do meio de cultura, e a seguir foram cultivadas por 7 dias
em meio de cultura D-MEM (GIBCO) suplementado com &cido latico numa
cencentragdo final de 1 mM (& necessério medir visualmente a viabilidade
dos cardiomiécitos de pulsagao autonémica e outras células nos multiplos
tempos do experimento e ajustar o periodo de cultura entre 5 a 10 dias com
base na viabilidade). Conforme mostrado na Figura 10, as massas dos car-
diomidcitos consistindo somente do cardiomidcito viavel foram formadas.

As massas celulares foram tratadas com 0,01 a 0,1% de colage-
nase, a qual digere seletivamente o colageno, uma das proteinas da matriz
extracelular, a 37°C por 20 minutos. Depois do tratamento com colagenase,
as massas celulares foram lavadas usando o tampao com uma pressao os-
motica fisioldgica (NaCl 116 mM, Hepes 20 mM, NaH.PO, 12,5 mM, glicose
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5,6 mM, KCI 5,4 mM, MgS0O, 0,8 mM, pH 7,35). As massas celulares foram
lavadas de 4 a 5 vezes por troca de solugdo através da membrana comerci-

almente disponivel com poros de 40 um de didametro. Como resultado, as

-massas celulares consistindo somente.dos cardiomidcitos e agregados de

alta densidade consistindo em células mortas foram coletadas (Figura 10A).

A Fig 10C mostra uma imagem aumentada da regido retangular emoldurada
na Figura 10A. Além disso, a localizagdo das células mortas nas Figs. 10A e
10C estédo mostradas nas Figs. 10B e 10D, respectivamente.

Foi demonstrado nesse Exemplo que os agregados de alta den-
sidade consistindo nas células mortas mostradas na Figura 10 poderiam ser
seletivamente removidos usando uma centrifugacao por gradiente de densi-
dade apropriada, mais especificamente usando a centrifugagao por gradien-
te de densidade com 58,5% de Percoll® (Pharmacia) (Figura 11). A seguir,
as massas celulares obtidas dessa forma foram cultivadas e imunomarcadas
usando o anticorpo anti-sarcémero-Actinina e um anticorpo anti-GATA4
(Santacruz) como um indicador dos cardiomidcitos. Figura 12A mostra mas-
sas aderidas dos cardiomiécitos. Houve algumas células mortas suspensas
em torno da periferia das massas aderidas, enquanto néo foi observado ne-
nhum n&o-cardiomidcito aderido. Figura 12B mostra imagens fluorescentes
desenvolvidas por imunomarcagédo das massas celulares da Figura 12A com
sarcomero-actinina (vermelho; citoplasma) e DAPI (Molecular probe) (Azul;
nucleos). Figura 12C mostra imagens fluorescentes desenvolvidas por imu-
nomarcacao- das-massas celulares da-Figura 12A com GATA4 (vermelho;
nucleos) e DAPI (azul; nucleos). Os nucleos co-marcados apresentam cor
purpura. Como resultado, foi demonstrado que a proporgao dos cardiomidci-
tos nas massas purificadas pbr esse Exemplo formaram 99,0% da quantida-
de total das células (Figura 12C).

EXEMPLO 9: Purificacdo dos cardiomiécitos pelo cultivo sob uma condicdo

sem_soro/levemente acida/com pouco calcio/sem acucar e suplementada

com acido aspartico/acido glutamico

Esse Exemplo visa estudar o efeito de compensagao de um aci-

do aspartico/acido glutdmico nas massas celulares (os corpos embridides)
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contendo os cardiomiocitos, mais especificamente o efeito de compensagao
de um &cido aspartico/acido glutamico na selegdo dos cardiomidcitos das
massas celulares (os corpos embridides) pelo cultivo das massas celulares

(os corpos embridides) no meio de cultura suplementado com &cido asparti-

- co/acido glutadmico sob uma condigao sem soro, levemente acida, sem calcio

e sem agucar.

Nesse Exemplo, 75 células ES de camundongo por uma EB fo-
ram cultivadas como as massas celulares por 5 dias a partir do inicio da dife-
renciagdo no meio de cultura [a-MEM (SIGMA) FBS 10% (EQUITEC BIO)
penicilina/estreptomicina (GIBCO)] usando 0 método de gota suspensa para
formar corpos embridides, as quais foram entdo diferenciadas nas massas
celulares (os corpos embridides) contendo os cardiomidcitos programados.
Nesse Exemplo, depois de 5 dias a partir do inicio da cultura de diferencia-
¢ao das células, o estagio quando quaisquer cardiomidcitos pulséteis auto-
nomicamente ainda ndo haviam sido observados, as células foram cultiva-
das no meio de cultura sob uma condigdo sem soro, com pH levemente aci-
do com pouco caicio por 3 dias (0s mesmos resultados sao produzidos em
ambas as situagdes quando a cultura se iniciou em 4 dias ou 6 dias a partir
do inicio da cultura de diferenciacdo). Nesse estagio, as massas celulares
geradas continham os cardiomiécitos numa taxa extremamente alta. A se-
guir, és massas celulares foram lavadas de 4 a 5 vezes usando meio de cul-
tura D-MEM (sem agucar) (GIBCO) para eliminar totalmente agucares no
meio de cultura pela troca de solugcao através da membrana comercialmente
disponivel com poros de 40 um de didmetro. Finalmente, as massas celula-
res foram cultivadas por 5 dias em meio de cuitura DMEM (sem aglcar) su-
plementado com 20 mg/L de &cido glutdmico (SIGMA) e 20 mg/L de acido
aspartico (SIGMA) (é necessario medir visualmente a viabilidade dos cardi-
omibcitos de pulsagdo autondmica e outras células nos varios tempos de
experimentos e ajustar o periodo de cultura entre 3 a 10 dias com base na
viabilidade). Como resultado, as massas formadas dos cardiomidcitos con-
sistiram somente dos cardiomiécitos. As massas celulares foram tratadas,

durante a agitacao, a 37°C em banho-maria por 20 minutos, com 0,03% de
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colagenase, a qual digeriu seleti\)amente o colageno, uma das proteinas da
matriz extracelular. Depois do tratamento com colagenase, as massas celu-
lares foram lavadas com uma solugéo isdk‘)nica com uma pressao osmotica
fisiolégica (NaCl 116 mM, Hepes 20 mM, NaH,PO, 12,5 mM, glicose 5,6
mM, KCI 5,4 mM, MgSQO, 0,8 mM; pH 7,35). As massas celulares foram la-
vadas de 4 a 5 vezes por troca de solugao através da membrana comercial-
mente disponivel com poros de 40 um de diametro. Como resultado, as
massas celulares coletadas consistiam somente dos cardiomiécitos. As
massas celulares obtidas dessa forma foram cultivadas e imunomarcadas
usando o anticorpo anti-sarcomero-actinina e o anticorpo anti-GATA4 como
indicadores dos cardiomiocitos (Figura 13).

Aléem disso, as células foram submetidas a analise estatistica, na
qual os presentes dados foram comparados com os dados conhecidos (Figu-
ra 13). Figura 13A mostra imagens microscépicas de colbnias dos cardiomi-
ocitos de pulsacdo autonémica, e a Figura 13B mostra imagens de man-
chamento com sarcémero-actinina (vermelho; citoplasma), marcagdo com
GATA-4 (verde; nucleos) e marcagdo com DAP! (azul; nicleos) para as co-
I6nias dos cardiomiocitos de pulsacdo autonémica.

Como resultado, foi demonstrado que a proporgéo dos cardiomi-
ocitos nas massas purificadas por esse Exemplo compunham 99,8% da
quantidade total das células. E demonstrado que esse grau de purificacao foi
mais alto do que os graus apresentados por quaisquer outros métodos para
purificar os cardiomiécitos (por exemplo, FASEB J. 2000; 14: 2540 a 2548; J
Clin Invest. 1996; 98: 216 — 224; FASEB J. 2003; 17: 740 742; J Mol Cell
Cardiol. 2003; 35: 1461 — 1472). Consequentemente, o método desse E-
xemplo permite a purificacdo dos cardiomidcitos num alto grau de purificagdo
e com um alto rendimento (Tabela 1).

[Tabela 1]

Tabela 1: Comparagao da pureza e do rendimento entre 0 méto-
do da presente invencédo e um método promotor-MHC/neo.
Field et al. (J. Clin. Invest. 1996; Vol. 98, 216 — 224)
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Preparagao - Células positivas | Células negativas | Porcentagem de
para miosina sar- para miosina sar- cardiomiocitos
comérica comérica
Sem selecao* 11 2000 0,55
Isolamento fisico* 58 2000 3,4
Selecdo de G418 791 3 99,6
Células positivas™ | Células negativas
GATAA4 para actina | GATA4 para actina
sarcomeérica sarcomérica
Hattori 5041 10 99,8
Consumo de célu- | Produgao de car-
las ES diomibcitos
Field et al. 10° =10°
Hattori 7500 = 15.000

Exemplo 10. Purificacdo dos cardiomidcitos produzidos a partir de células-

tronco adultas derivadas da medula 6ssea de camundongo

Esse Exemplo visa a produgdo dos cardiomidcitos a partir de
células-tronco adultas derivadas da medula éssea de camundongo, chama-
das de células-tronco mesenquimais, as quais sdo a seguir selecionadas e
purificadas.

Os cardiomidcitos diferenciados das células-tronco adultas deri-
vadas da medula éssea de camundongo (camundongos C3H/He fémeas)
foram induzidos usando as células e 0 método descrito em WO01/048151.
Em outras palavras, as células CMG foram cultivadas no meio de cultura de
IMDM (Me'io Dulbecco Modificado de Iscove) (GIBCO) suplementado com
20% de soro bovino fetal (em relagdo ao método para estabelecer células
CMG, ver J Clin Invest, Mar¢co de 1999, Vol. 103, p 697 — 705), cultivadas
por mais 24 horas num meio de cultura suplementado com uma concentra-
¢ao final de 3 umol/L de 5-azacitidina (SIGMA), a seguir cultivadas por 2 a 3
semanas no meio de cultura acima sem 5-azacitidina, resultando na inducao
da diferenciagao dos cardiomiécitos. Depois da confirmacgao dos cardiomidci-
tos de pulsagdo autonémica, as células sao cultivadas por 5 dias em meio de
cultura D-MEM (GIBCO) suplementado com 1 mM de é&cido latico sob uma
condicao sem soro/com pH levemente acido/com pouco célcio/sem acticar.
Depois do periodo de cultivo, as células mortas foram removidas e as célu-

las vidveis remanescentes foram imunomarcadas usando o anticorpo anti-
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sarcoOmero-actinina como um indicador dos cardiomidcitos.

Figura 14A mostra a aparéncia das células cultivadas antes da
selegdo. Na Figura 14A, a regido contendo as células pulsateis estdo apre-
sentadas pela linha pontilhada. As Figs. 14B — C mostram as células sele-
cionadas. Figura 14B mostra uma imagem de microscépio de contraste de
fase, e a Figura 14C mostra uma imagem fluorescente imunomarcada para
sarcomero-actinina para 0 mesmo campo de visdo da Figura 14B, respecti-
vamente. Como resultado, foi demonstrado que a proporcao dos Cardiomié-
citos nas massas produzidas por esse Exemplo responderam por cerca de
90% da quantidade total das células (Figura 14).

EXEMPLO 11. Purificacdo dos cardiomiécitos derivados de fetos de camun-
dongo

Esse Exemplo visa a purificagdo dos cardiomiécitos a partir de
fetos de camundongos.

Primeiro, o embrido de camundongo no 72 ao 92 dia de vida em-
brionaria foi removido do utero materno, a partir do qual o tecido extra-
embrionario foi cuidadosamente retirado, a seguir pipetado para dispersar os
fetos em massas celulares separadas. As massas celulares obtidas dessa
forma foram cultivadas por 5 dias no meio de cultura suplementado com 0,5
mM de &cido latico sob uma condi¢gdao sem soro/de pH levemente acido/com
pouco calcio/sem agucar (é necessario medir visualmente a viabilidade dos
cardiomidcitos de pulsagdo autondmica e outras células nos vérios tempos
dos experimentos e ajustar o periodo de cultura entre 3 a 10 dias com base
na viabilidade). O meio de cultura usado foi preparado pela mistura de BSS
de Hank [sem agucar]: RPMI [sem actcar] = 9:1. Os cardiomidcitos purifica-
dos foram submetidos a cultura de adesao, e depois do cultivo, as células
mortas foram removidas e s células viaveis remanescentes foram imuno-
marcadas para sarcomero-actinina (verde; citoplasma) como indicador dos
cardiomidcitos, e DAPI (vermelho; nucleos).

Figura 15A mostra imagens microscépicas de contraste de fase
de duas colbdnias apresentando a populagdo celular pulsatil. Figura 15B mos-

tra imagens fundidas de marcagao com sarcOmero-actinina e marcagao com
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DAPI para quatro coldnias. Como resultado, foi demonstrado que a propor-
cao dos cardiomiécitos nas massas p’roduzidas por esse Exemplo corres-
pondiam a cerca de 99% da quantidade total das células (Figura 15).

EXEMPLO 12: Purificacdo dos_cardiomidcitos sob uma condicdo sem so-

ro/levemente &cida/com pouco célcio/sem actcar e suplementada com acido

pirdvico

Esse Exemplo visa o estudo do efeito de compensagéo do acido
pirdvico nas massas celulares (os corpos embridides) contendo os cardiomi-
ocitos, mais especificamente o efeito de compensagao de um &cido pirtvico
na selegdo dos cardiomiécitos das massas celulares (0s corpos embridides)
pelo cultivo das massas celulares (os corpos embridides) no meio de cultura
suplementado com &cido pirdvico sob uma condigdo sem soro, de pH leve-
mente &cido, sem calcio e sem agucar.

Nesse Exemplo, 75 células ES de camundongo por um EB fo-
ram cultivadas como as massas celulares por 5 dias a partir do inicio da dife-
renciagdo no meio de cultura [a-MEM (SIGMA) FBS 10% (EQUITEC BIO)
penicilina/estreptomicina (GIBCO)] usando o método de gota suspensa para
formar corpos embridides, as quais foram a seguir diferenciadas nas massas
celulares (os corpos embridides) contendo os cardiomidcitos programados.
Nesse Exemplo, depois de 5 dias a partir do inicio da cultura de diferencia-
¢ao das células, o estagio quando quaisquer cardiomiécitos de pulsacdo au-
tonémica nao foram ainda observados, as células foram cultivadas por mais
2 dias no meio de cultura num meio de cultura MEM sem soro (GIBCO) su-
plementado com insulina/transferrina/selénio (GIBCO) (os mesmos resulta-
dos sdo produzidos em ambas as situa¢des quando a cultura foi iniciada em
4 dias ou 6 dias a partir do inicio da cultura de diferenciacdo). As massas
dos cardiomidcitos programados obtidas dessa forma foram cultivadas por
mais 2 dias para se diferenciar nos cardiomiécitos. Nesse estégio, as mas-
sas celulares geradas continham s cardiomiécitos numa proporcdo extre-
mamente alta. A seguir, as massas celulares foram lavadas de 4 a 5 vezes
usando meio de cultura D-MEM (sem agucar) (GIBCO) para eliminar comple-

tamente os agucares no meio de cultura pela troca de solugédo através da
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membrana comercialmente disponivel com poros de 40 um de diametro.
Depois do passo de lavagem, as massas celulares foram cultivadas por 5
dias em meio de cultura D-MEM (sem égucar) (GIBCO) suplementado com
uma concentragéao final de 1 mM de acido piravico.

As massas celulares fbram, a seguir, tratadas, durante a agita-
¢ao, com 0,05% de colagenase Tipo 3 (Worthington Biochemical Corp) a
qual seletivamente digere o colageno, uma das proteinas da matriz extrace-
lular, a 37°C por 20 minutos. Depois do tratamento com colagenase, as
massas celulares foram lavadas com uma solugdo isoténica com pressao
osmodtica fisiolégica (NaCl 116 mM, Hepes 20 mM, NaH.PQ, 12,5 mM, glico-
se 5,6 mM, KCI 5,4 mM, MgSQO, 0,8 mM, pH 7,35). Como resultado, foi de-
monstrado que a proporg¢ado das células pulsateis autondémicas nas massas
purificadas por esse Exemplo correspondiam a mais de 90% da quantidade
total das células (Figura 16).
EXEMPLO 13: Selecéo e purificacdo dos cardiomidcitos derivados das célu-

las-tronco embrionarias de saqlii primata sob uma condicio sem acucar/sem

SQro e suplementada com acido latico

Esse exemplo visa estudar o efeito complexo da deplecdo de
soro e da deple¢édo de agucar nas massas celulares (0s corpos embridides)
contendo os cardiomidcitos, mais especificamente o efeito complexo da de-
plecéo de soro e da deplegdo de agucar na sele¢édo dos cardiomidcitos das
massas celulares (os corpos embridides) derivados das células-tronco em-
brionarias de sagui primatas pelo cultivo das massas celulares (os corpos
embridides) no meio de cultura sem soro e sem agclicar.

As células-tronco embrionarias de sagui sdo disponiveis do Cen-
tral Institute For Experimental Animals (Kawasaki, Jap&o). As células-tronco
embrionarias de sagui foram cultivadas durante a manuten¢do do estado
nao-diferenciado usando os fibroblastos embrionarios de camundongo inati-
vados (MEF), os quais foram tratados com um tratamento com mitomicina C.
O meio de cultura [KO-DMEM (GIBCO), KO-SERUM 20% (GIBCO), L-
glutamina 1,6 mM, aminoacidos nao-essenciais 0,1 mM (MEM), B-

“mercaptoetanol 0,2 mM (2-ME; Sigma), penicilina 100 Ul/mL, sulfato de es-
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treptomicina 100 ug/mL e 8 mg/mL de um fator inibitério de leucemia huma-
no recombinante (LIF; Chemicon), um fator de crescimento de fibroblasto
basico humano recombinante (bFGF; Peprotech)] foi usado. Na passagem,
colagenase tipo Il 0,1% (Wortington) foi usada a 37°C por 10 minutos para
separar as colbnias de ES.

Subseqglientemente, para separar MEF e ES um do outro, a solu-
¢ao foi passada através de uma malha com poros de 100 um de didmetro,
deste modo foram obtidas as massas as quais ndo podem passar pela malha
com poros de 40 um de didmetro. Essas massas celulares sdo exatamente as
massas purificadas de células ES. Na diferenciacdo, as massas celulares con-
tendo 50 a 1.000 das células ES por uma EB foram cultivadas como um corpo
embridide por um total de 15 a 30 dias usando o método de placa bacteriana,
a seguir para diferenciar nos corpos embridides contendo os cardiomidcitos. O
meio de cultura usado para a diferenciagao foi o mesmo que o meio de cultura
descrito no presente Exemplo, exceto para o bFGF [isto ¢, KO-DMEM (GIB-
CO), KO-SERUM 20% (GIBCO), L-glutamina 1,6 mM, aminoacidos nao-
essenciais 0,1 mM (MEM), B-mercaptoetanol 0,2 mM (2-ME; Sigma), penicili-
na 100 Ul/mL, sulfato de estreptomicina 100 ug/mL e 8 ng/mL de um fator ini-
bitério de leucemia humana recombinante (LIF; Chemicon)].

Para eliminar os agucares o tanto quanto for possivel do meio de
cultura, os corpos embriéides foram transferidos para um tubo de centrifuga,
foram lavados cinco vezes com meio de cultura D-MEM (sem agucar) (GIB-
CO) e foram finalmente cultivados por 15 dias em meio de cultura D-MEM
(sem agucar) GIBCO suplementado com 1 mM de acido latico. Uma vez g e
a concentragéo in vivo do &cido latico aumenta até cerca de 4 mM sob a
condigéao fisiologica, a concentragéo do acido latico de "1 mM" usada no mé-
todo desse Exemplo fica dentro da faixa fisiologica.

A aparéncia das massas celulares depois do cultivo por 15 dias
estd mostrada na Figura 17. Conforme mostrado na Figura 17, foi demons-
trado a partir desse resultado que a estrutura tipo bolha formada das células
consistia dos cardiomidcitos como células vidveis. Em outras palavras, Figs.

17A a C mostram que os cardiomiécitos formando a estrutura tipo bolha fo-
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ram seletivamente vidveis no meio de cultura sob uma condigédo de suple-
mento sem agucar + acido latico (1 mM). Figura 17A mostra que uma parte

de ou todos os corpos embridides com transparéncia dtica grandemente re-

- duzida ja sofreram morte celular. Também nos casos dos corpos embridides

mostrados na Figura 17B e na Figura 17B’, as células com a estrutura tipo
bolha na superficie do corpo embridide foram viaveis. Figura 17C é uma vis-
ta amplificada da Figura 17B.

Os corpos embridides obtidos dessa forma foram cultivados por 3
a 7 dias no mesmo volume do mesmo meio de cultura (sem bFGF). Os cardi-
omidcitos vidveis reiniciaram a pulsagdo autonémica. Depois de alcancar o
estado estabilizado, as células mortas foram separadas dos cardiomidcitos
pela agitagdo dos corpos embridides na presenga da colagenase tipo Il 0,1%
(Wortington) por 10 minutos a 37°C. As células mortas foram eliminadas pelo
método revelado no Exemplo 8. Os corpos embridides obtidos dessa forma
foram aderidos numa placa de cultura de células revestida com fibronectina
(Sigma) (Figura 18, esquerda). Depois da fixagcdo com 4% de paraformaldei-
do, os corpos embridides foram marcados com o anticorpo antiactinina (Sig-
ma) como no Exemplo 8 e foram marcados com o anticorpo anti-Nkx2.5 (San-
tacruz) como no Exemplo 4 (Figura 18, a direita, respectivamente).

Como resultado, foi demonstrado que os cardiomidcitos foram
seletivamente obtidos pelo cultivo das células-tronco embrionarias de sagtii
sob uma condi¢do sem agucar/sem soro e suplementada com &cido latico.

EXEMPLO 14. Transplante dos cardiomidcitos derivados de células-tronco

embriondrias de sagui primatas no coracido de um camundongo imunodefici-

ente e confirmacdo do seu enxerto

Esse Exemplo visa estudar o transplante dos cardiomidcitos de-
rivados das células-tronco embriondrias de sagui primatas no coracgéo e en-
xerto no corpo.

Os cardiomidcitos de sagli purificados preparados pelo método
do Exemplo 13 foram suspensos numa solugdo tamponante com presséo
osmodtica fisioldgica (NaCl 116 mM, Hepes 20 mM, NaH.PO4 12,5 mM, glico-
se 5,6 mM, KCI 5,4 mM, MgSQ,4 0,8 mM, pH 7,35) suplementada com cola-
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genase tipo Il 0,2% (Wortington) e Trypsin 0,125% (GIBCO). A solugéo su-
plementada foi tratada, durante a agitagéo, por 20 minutos a 372C numa se-
ringa acoplada com uma agulha de medida 29 (Terumo). Cerca de 1 a 30 .
pequenas massas celdlares consistindo nos cardiomiécitos foram prepara-

- das para uso para o transplante. 100 uL do tamp&o acima com concentragdo

de sal fisiolégica contendo os cardiomiocitos foram aspirados.

Um camundongo NOD-SCID macho de 7 semanas de idade,
camundongos imunodeficientes (Clea Japan, Inc.) foram anestesiados por
inalagéo do anestésico FORANE (isoflurano) (Abbott Jap&o). A seguir, o t6-
rax do camundongo foi aberto sob controle de respiragdo de um respirador
artificial usando intubagéo intra-traqueal. Uma agulha de injecéo foi inserida
na parede do coragdo exteriorizada na diregdo do apice cardiaco para a ba-
se cardiaca, e a seguir cerca de 30 uL da solugdo suspensa por sitio foi inje-
tada na parede do tecido cardiaco. A seguir o térax do camundongo foi fe-
chado, a anestesia terminou e o camundongo continuou sustentado.

Depois de 15 dias do transplante, o coragdo do camundongo foi
extirpado sob anestesia, o qual foi fixado em paraformaldeido 4%. Sec¢des
congeladas de 10 um de espessura foram preparadas e imunomarcadas
usando um anticorpo anti-Nkx2.5 de cabra (Santacruz) como anticorpo pri-
mario e um anticorpo anti-cabra de macaco Alexa 488 (desenvolvido em
verde) (Molecular probes) como o segundo anticorpo (Figura 19B), ou imu-
nomarcadas usando um anticorpo anti-sarcémero-actinina de camundongo
(Sigma) como um anticorpo primdrio € um anticorpo anti-camundongo de
coelho — Alexa 594 (desenvolvido em vermelho) (Molecular probes) como o
segundo anticorpo (Figura 19D).

Por outro lado, um anticorpo de antigeno anti-humano nuclear
de camundongo (o qual reage com qualquer antigeno nuclear em toda a es-
pécie de primata) (Chemicon) e um anticorpo anti-camundongo de cabra —
Alexa 633 (Molecular probes) reagem juntos in vitro para formar um comple-
x0. Depois um soro de camundongo normal foi usado para inibir a reativida-
de do excesso de anticorpo anti-camundongo de cabra — Alexa 633 (infra-

vermelho). O complexo de anticorpo preparado dessa forma reagiu com as



10

15

20

25

30

44

segOes congeladas acima para desenvolver trés cores (Figs. 19B a 19D).
Todas as imagens de imunomarcagdo foram tomadas usando

um microscépio confocal (Carl Zeiss). Os resultados estdo mostrados na

Figura 19.

Como resultado, foi demonstrado que as células com um ntcleo
maior mostradas na figura foram derivadas de sagui. Em outras palavras, foi
demonstrado nessa figura que algumas células primatas expressando
Nkx2.5, um marcador indicador especifico para os cardiomidcitos, foram vis-
tas nos cardiomiécitos marcados com Actinina. Isso significa que os cardio-
midcitos derivados de células ES de saguis foram enxertadas com sucesso
no coragdo do camundongo.

EXEMPLO 15: Selecao e preparacdo dos cardiomidcitos derivados de célu-

las-tronco embrionarias humanas sob uma condicdo sem aclcar/sem Soro e

suplementada com acido latico

Esse exemplo visa o estudo do efeito complexo da deplecdo de
soro e da deplegdo de agucar nas massas celulares (os corpos embridides)
contendo os cardiomidcitos, mais especificamente o efeito complexo da de-
plegéo de soro e da deplegéo de agucar na selegdo dos cardiomidcitos das
massas celulares (os corpos embridides) derivados de células-tronco embri-
onarias humanas, pelo cultivo das massas celulares (os corpos embridides)
num meio de cultura sem soro e sem agucar.

Células-tronco embridides humanas foram obtidas do Centro de
Pesquisa de Células-tronco (Stem Cell Research Center) (Institute for Fron-
tier medical Sciences, Universidade de Kyoto) (o Centro para as células ES
baseado no Projeto de Biorrecursos Nacional (National Bioresource Pro-
ject)). As células-tronco embrionérias humanas foram cultivadas durante a
manutengéo do estado ndo-diferenciado usando os fibroblastos embrionarios
de camundongo inativados de crescimento (MEF), os quais foram tratados
com um tratamento com mitomicina C. A cultura foi conduzida usando um
meio de cultura [F12/DMEM (1:1) (SIGMA, nimero do produto D6421), KO-
SERUM 20% (GIBCO), L-glutamina 1,6 mM, aminoéacidos ndo-essenciais 0,1

‘mM (MEM), B-mercaptoetanol 0,1 mM (2-ME; Sigma), penicilina 100 Ul/mL,
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sulfato de estreptomicina 100 ug/mL e um fator de crescimento de fibroblas-
to basico humano recombinante (bFGF, Peprotech)]. Na passagem, colage-
nase tipo 1l 0,1% (Wortington) foi usada a 37°C por 10 minutos para separar
as colbnias de ES.

SubseqUenteme_nte, para separar MEF e ES um do outro, a so-
lugcao foi passada.através e uma malha com poros de 40 um, deste modo
obtendo massas celulares as quais podériam nao passar através da malha
com poros de 40 um de didmetro. Essas massas celulares foram massas
purificadas de célula ES. Na diferenciagéo, as massas celulares contendo de
50 a 1.000 células ES por uma EB foram cultivadas como um corpo embridi-
de por um total de 15 a 30 dias usando o método da placa bacteriana (usan-
do o meio de cultura descrito acima, exceto pela auséncia de bFGF), a se-
guir para diferenciar nos corpos embridides contendo os cardiomiécitos. Pa-
ra eliminar os agucares o quanto antes possivel do meio de cultura, os cor-
pos embridides foram transferidos para um tubo de centrifuga, foram lavados
cinco vezes com meio de cultura D-MEM (sem acucar) (GIBCO, numero de
produto 11966) e foram finalmente cultivados por 15 dias em meio de cultura
D-MEM (sem agtcar) (GIBCO, numero de produto 11966) suplementado
com 1 mM de acido latico. Uma vez que a concentragao in vivo de acido lati-
co aumenta até cerca de 4 mM sob as condigbes fisioldgicas, a concentra-
¢ao de acido latico de "1 mM" usada no método desse Exemplos fica dentro
da faixa fisioldgica.

As aparéncias das massas celulares cultivadas sob uma condi-
¢ao contendo agucar (condigdo de controle) e as massas celulares cultiva-
das por 15 dias sob uma condigdo sem agucar para a selegéc de cardiomio-
citos (condi¢do seletiva de cardiomidcitos) estdo mostradas na Figura 20,
painel esquerdo, como imagens de contraste de fase. Para demonstrar se
essas ceélulas séo viaveis ou nao, as células foram marcadas com TMRM
(Molecular Probes), as quais podem detectar o potencial de membrana (um
indicador de células viadveis) e gerar fluorescéncia dependendo do.potencial
de membrana (Figura 20, painel direito). Conforme mostrado na Figura 20,

painel superior, todas as células embridides do grupo da condi¢édo contendo
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agucar (controle) geraram fluorescéncia (isto é, todos os corpos embridides
sdo compostos de células viaveis), enquanto isso, conforme mostrado na
Figura 20, painel inferior, as massas celulares as quais nao geram fluores-
céncia (isto é, as massas celulares consistindo em células mortas) aparece-
ram pelo cultivo sob a condigdo sem agucar (selegdo de cardiomidcitos). A-
lém disso, todas as massas celulares as quais foram vidveis sob a condig¢éo
sem agucar (sele¢do de cardiomiécitos) apresentaram pulsagdo autonémica.

Os corpos embridides obtidos dessa forma foram cultivados por
3 a 7 dias no mesmo volume do mesmo meio de cultura (sem bFGF). Os
cardiomidcitos viaveis reiniciaram a pulsacédo autonémica. Depois de alcan-
car o estado estabilizado, as células mortas foram separadas dos cardiomié-
citos pela agitagéo das células embridides na presenga de colagenase tipo
Il 0,1% (Wortington) por 10 minutos a 37°C. As células mortas foram elimi-
nadas pelo método revelado no Exemplo 8. A seguir, os corpos embridides
foram aderidos numa placa de cultura revestida com fibronectina (Sigma).

Depois da fixagdo com 4% de paraformaldeido, os corpos em-
bridides foram marcados com o anticorpo antiactinina (Sigma) como no E-
xemplo 8 e foram marcados com o anticorpo anti-Nkx2.5 (Santacruz) como
no Exemplo 4 (Figura 21). Conforme mostrado nessa figura, os nucleos celu-
lares marcados com DAPI (Figura 21a) foram necessariamente sobrepostos
com os nucleos celulares imunomarcados com o anticorpo anti-Nkx2.5, um
marcador indicador especifico para os cardiomiécitos (Figura 21c). Quando
numa imagem imunomarcada com o anticorpo antiactinina, outro marcador
indicador especifico para os cardiomiécitos (Figura 21d) foi fundido com uma
imagem imunomarcada com o anticorpo anti-Nkx2.5, foi descoberto que as
células imunomarcadas comr o anticorpo anti-Nkx2.5 foram completamente
sobrepostas com as células imunomarcadas com o anticorpo antiactinina
(Figura 21e).

E claramente demonstrado a partir desse resultado que, quando
células-tronco embrionarias humanas sao purificadas pelo cultivo sob uma
condi¢do de cultura sem agucar/sem soro e suplementada com &acido latico,

os cardiomidcitos podem ser seletivamente coletados.
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REIVINDICAGOES

1. Método para selecionar cardiomiocitos a partir de uma mistura
de células contendo cardiomidcitos e ndo-cardiomidcitos derivados de células-
tronco embrionarias ou células tronco apresentando caracteristicas similares
as células tronco embrionarias por diferenciacdo, caracterizado pelo fato de
que a selecdo dos cardiomiocitos € implementada pela cultura das ditas
misturas de células no meio de cultura sob as seguintes condigdes:

(i) uma condi¢ao livre de agucar ou uma condicdo onde o teor de
acgucar diminui para menos que 1% quando comparado com a condi¢do de
agucar do meio de cultura utilizado para a indugao da diferenciacao; e

(i) uma condicdo suplementada com acido lactico, onde a
condicdo suplementada com acido lactico € uma condi¢do onde 0,1 a 5mM
de acido lactico € suplementado no meio de cultura.

2. Método para selecionar cardiomiocitos, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que ainda compreende uma ou
mais condi¢des selecionadas do grupo que consiste em uma condicao onde
a concentrac&o de calcio no meio de cultura esta na faixa entre 0,3 a 1,3 mM,
uma condi¢cdo onde o teor de cada componente nutricional incluido no meio
de cultura é reduzido para 10% ou menos quando comparado com o teor dos
componentes nutricionais originalmente incluidos no meio de cultura, uma
condicdo de suplementacdo de acido aspartico/ acido glutdmico, onde a
condicdo da suplementacdo de acido aspartico/ acido glutdmico € uma
condicdo onde 20-100 mg/L de acido aspartico e 20-100 mg/L de acido
glutdmico sédo suplementadas ao meio de cultura e uma condi¢cdo de
suplementacdo de acido piruvico, onde a condicdo de suplementacdo de
acido piravico € uma condicdo onde 0,5 a 5 mM de &acido piruvico €
suplementada ao meio de cultura.

3. Método para selecionar cardiomiécitos de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que ainda a etapa de eliminar
células mortas aderidas aos cardiomidcitos usando colagenase.

4. Método para selecionar cardiomiocitos, de acordo com a

reivindicacdo 3, caracterizado pelo fato de que as células mortas séo
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eliminadas baseando-se no fato de que o peso especifico das
células mortas € maior do que o dos cardiomiocitos.

5. Método de selecdo de cardiomidcitos, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes de 2 a 4, caracterizado pelo fato que a condi¢do
adicional € a condi¢do suplementada com acido aspartico/acido glutédmico.

6. Método de selecéo de cardiomidcitos, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes de 2 a 4, caracterizado pelo fato de que a condi¢éo
adicional € a condi¢do suplementada com acido piruvico.

7. Método de selecdo de cardiomidcitos de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que 0 meio de cultura
€ selecionado do grupo que consiste em meio de cultura RPMI, meio de
cultura DMEM, meio de cultura MEM, meio de cultura F12 e meio de cultura
alfa-MEM.

8. Método de selecdo de cardiomidcitos, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a mistura celular
€ preparada pelos seguintes passos de:

induzir a diferenciagao das células-tronco embrionarias ou células
tronco apresentando caracteristicas similares aquelas das células
embrionarias;

formar corpos embrionarios compreendendo cardiomiocitos
programados (células do mesoblasto ndo-diferenciadas);

preparar a mistura celular pelo cultivo dos corpos embridides no
meio de cultura sob uma condigao suplementada com pouco soro e€/ou uma
condi¢do de pH brandamente acida.

9. Método de selecdo de cardiomidcitos, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que as células tronco
apresentando caracteristicas similares aquelas das células tronco

embrionarias sao células EG, células GS ou células IPS.
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