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RESUMO
"MICROVESICULAS (MVS) DERIVADAS DE CELULAS ESTAMINAIS
ADULTAS PARA USO NO TRATAMENTO TERAPEUTICO DE UMA DOENCA
TUMORAL"

A invencdo situa-se no campo do tratamento terapéutico de
tumores. Os inventores descobriram que microvesiculas
derivadas de células estaminais adultas exercem um
admirdvel efeito anti-tumoral gquando administrados a um
paciente afetado por uma doenca tumoral. Microvesiculas
preferenciais sédo derivadas de células estaminais
mesenquimatosas da medula o¢éssea, uma célula estaminal
mesengquimatosa glomerular ou uma célula estaminal hepética

nao-oval.



DESCRICAO
"MICROVESICULAS (MVS) DERIVADAS DE CELULAS ESTAMINAIS
ADULTAS PARA USO NO TRATAMENTO TERAPEUTICO DE UMA DOENCA

TUMORAL"

A presente invencédo relaciona-se com o) tratamento

terapéutico de uma doenca tumoral.

O transplante de células estaminais hematopoiéticas ¢é
conhecido por exercer efeitos inibitdérios-tumorais em
pacientes com tumores sbélidos, assim como efeitos anti-
tumorais em cancros metastizados da mama, figado,

ovadrios, préstata e pancreas.

Células estaminais mesenguimatosas da medula éssea humana
(BM-MSCs) foram demonstradas contribuirem para a
reparacdo de uma grande variedade de 6rgdos e reparacio
de tecidos e estudos experimentais sugeriram gque O
transplante de MSCs possa ter um efeito benéfico na
recuperacdo funcional e estrutural em varios Obrgédos

incluindo coracédo, figado e rim.

0 microambiente das células estaminais aparenta
desempenhar um papel essencial na prevencao de
carcinogénese através do fornecimento de sinais para

inibir a proliferacdo e promover a diferenciacéo.

Contudo, o wuso de células estaminais em indicacbes
terapéuticas ¢é menos aconselhavel dado gque um risco
tumorigénico potencial foi <reportado relativamente a
terapia com células estaminais (Amariglio N et al. Donor-

derived brain tumor following neural stem cell



transplantation in an ataxia telangiectasia patient. PLoS

Med. 2009 Feb 17;6(2))

Microvesiculas (MVs) derivadas de células sdo pequenos
vesiculos libertados pelas células gque expressam OS
antigénios caracteristicas das células das quais sé&o
originéarias e possuem membrana e constituintes
citoplasméticos e foram descritos como um novo mecanismo
de comunicacéo celular. Recentemente, 0s presentes
inventores demonstraram gque microvesiculas derivadas de
células progenitoras endoteliais humanas (EPCs), BM-MSCs
e células estaminais hepéaticas (figado) podem servir como
veiculos para a transferéncia de material genético (mRNA)
que pode reprogramar células-alvo diferenciadas, como
células endoteliais, células epiteliais tubulares e
hepatdécitos (Deregibus MC et al. Endothelial progenitor
cell derived microvesiculas activate an angiogenic
program in endothelial cells by a horizontal transfer of
mRNA. Blood. 2007 Oct 1;110(7):2440-8; Bruno S et al.
Mesenchymal stem cell-derived microvesiculas ©protect
against acute tubular injury. J Am Soc Nephrol. 2009
May;20(5) :1053-67; Herrera MB et al. Human liver stem
cell-derived microvesiculas accelerate hepatic
regeneration in hepatectomized rats. J Cell Mol Med. 2009
Jul 24) e contribuir para a regeneracdo e reparacdo de

tecidos.

0 pedido de patente internacional W02009/087361 divulga a
producdo de células diferenciadas através da aplicacdo de
um indutor a uma primeira populacéao de células
indiferenciadas e depois o isolamento de microvesiculas de
células diferenciadas. Ver, a esse respeito, o primeiro
pardgrafo da pagina 30 da patente W02009/087361. A primeira

populacdo de células indiferenciadas ¢é p.ex., células



estaminais mesenquimatosas da medula bOssea. Contudo,
W02009/087361 ndo divulga como ser procede para a obtencdo

de microvesiculas diretamente de células indiferenciadas.

Os presentes inventores descobriram gque microvesiculas
(MVs) derivadas de células estaminais adultas
preferencialmente da medula 6ssea ou células estaminais
mesengquimatosas glomerulares ou de células estaminais
hepé&ticas nédo-ovais, apresentam uma admirdvel atividade
anti-tumoral tanto em in vitro como iIn vivo, assim
representando uma alternativa vantajosa sob a totalidade
das células estaminais correspondentes para o© tratamento
terapéutico de cancro. A atividade anti-tumoral das
microvesiculas derivadas de células estaminais de acordo
com a presente invencdo foi demonstrada in vitro através da
medicdo do efeito das microvesiculas na proliferacédo e
apoptose de uma variedade de 1linhas celulares tumorais
humanas assim como o0 seu efeito na formacdo de estruturas
semelhantes a capilares. A atividade anti-tumoral das
microvesiculas foi também confirmada num modelo de ratinho
in vivo através da medicdo do efeito de tratamento com MVs

no crescimento do tumor.

As atividades antitumorais observadas das microvesiculas
derivadas de células estaminais adultas sdo particularmente
inesperadas relativamente ao estado da técnica anterior.
Preparacdes de células estaminais mesenquimatosas (MSCs)
sdo de facto conhecidas por exercerem um efeito regenerador
nalguns tecidos. Por exemplo, MSCs derivadas da medula
bssea sdo conhecidas pela promocdo natural da hematopoiese
através da secrecdo de um numero de moléculas trdéficas,
incluindo glicoproteinas soluveis da matriz extracelular,
citocinas e fatores de crescimento. Adicionalmente,

microvesiculas derivadas de células estaminais endoteliais



foram demonstrados em W02009/050742 promoverem a
angiogénese e resisténcia a apoptose, tanto in vitro como
in vivo. Em W02009/057165, microvesiculas derivadas de
células estaminais foram demonstrados induzirem regeneracdo

endotelial e epitelial de tecidos ou dérgdos danificados.

Em W02009/10504 microvesiculas derivadas de células
estaminais s&o especulativamente referidos como sendo
adequados para uso no tratamento de um grande numero € uma
grande variedade de doencas. Nenhuma evidéncia
experimental, e nenhuma explicacdo tedrica e nenhum método

.

especifico para o tratamento de cancro é fornecida.

Assim, um primeiro aspeto da presente invencdo € um
microvesicula derivada de uma célula estaminal adulta
pluripotente ou multipotente para uso no tratamento

terapéutico de uma doenca tumoral.

Nesta ligacdo, deverd ser entendido que as microvesiculas
ndo sdo necessariamente derivadas de células estaminais
adultas retiradas do mesmo paciente para o qual seréo
administradas. Em vez disso, eles podem ser derivados de
um sujeito diferente, preparados e mantidos na forma de
um medicamento e depois administrados a um paciente com
sua necessidade relacionada. Esta é a chamada abordagem

alogénica.

Numa forma de realizacéo preferencial, a células
estaminal adulta ¢é uma célula estaminal mesengquimatosa
humana ou uma célula estaminal hepédtica humana. Uma
célula estaminal hepética humana preferida ¢ uma célula
estaminal hepédtica humana nédo-oval (HLSC) expressando
ambos o0s marcadores de células estaminais mesenquimatosas

e embrionarias divulgados em WO 2006/126219. Esta linha



celular encontra-se particularmente caracterizada dado
tratar-se de uma linha celular progenitora pluripotente
hepadtica humana n&do-oval isolada de tecidos adultos que
expressa 0s marcadores celulares hepaticos e que é capaz
de se diferenciar em Thepatdcitos adultos, células
produtoras de insulina, células osteogénicas e células
epiteliais e preferencialmente expressa marcadores
selecionados do grupo consistindo de albumina, o=
fetoproteina, CK18, (CD44, CD29, CD73, CDl4e6, CD105, CD90
e preferencialmente n&do expressa marcadores selecionados
do grupo consistindo de CD133, CD117, CK19, CD34,

citocromo P450.

Noutra forma de realizacdo preferencial, a célula
estaminal mesenquimatosa humana ¢é derivada de medula
6ssea adulta (BM-MSC). Noutra forma de realizacdo, a
célula estaminal mesenquimatosa humana ¢é derivada de
glomérulos descapsulados adultos humanos (G1-MSC), como
divulgado no pedido de patente europeia no. 08425708, 8.
Estas células s&do adicionalmente <caracterizadas pelo
facto de serem CD133 negativas, CD146 positivas e CD34
negativas e serem capazes de se diferenciarem em
poddécitos, células endoteliais e células mesangiais e
podem também preferencialmente expressar marcadores
selecionados do grupo compreendendo CD24, Pax-2, CD31,
cbh29, <CD44, <¢D73, (D90, <CD105, <CDl66, nanog, musashi,
vimentina, nestina e ©preferencialmente ndo expressam
marcadores selecionados do grupo compreendendo o-SMA,

Oct-4, CD45, citoqueratina, CD80,CD86, CD40.

De acordo com uma forma de realizacdo a doenca tumoral é
selecionada do grupo consistindo de tumor Thepético
(p.ex., hepatoma), tumor epitelial (p.ex., sarcoma de

Kaposi), tumor da mama (p.ex., adenocarcinoma da mama),



tumor do pulmdo, tumor da prdstata, tumor gastrico, tumor

do cbélon e tumor dos ovarios.

Outro aspeto da presente invencdo é o uso de um
microvesicula derivada de uma célula estaminal adulta
como acima definido, para a preparacdo de um medicamente
para o tratamento terapéutico de uma doenca tumoral como

acima definida.

Numa forma de —realizacéo, 0 tratamento terapéutico
compreende a administracdo de um ou mals agentes
citotdéxicos ou citostéticos. Agentes citotdxicos e
citostédticos adequados incluem por exemplo Paclitaxel,
Lenalidomida, Pomalidomida, Epirubicina, 5FU, Sunitiniba,
La-patiniba, Canertiniba, ciclofosfamida, doxorubicina,
Lenalidomidena/Dexametasona, Pomalidomida/Dexametasona,
Carboplatina, Rapamicina, mitoxantrona, oxaliplatina,
docetaxel, wvinorelbina, wvincristina e qualquer combinacéo
derivada. A administracédo de uma combinacéio de
doxorubicina e/ou vincristina com MVs derivadas de
células estaminais adultas ¢ altamente preferencial, uma
vez que tal combinacdo foi demonstrada exercer um efeito

sinérgico (ver figura 13).

A microvesicula ¢é administrada a um paciente com sua
necessidade relacionada seja localmente ou sistemicamente.
Uma forma de dosagem farmacéutica adequada para
administracdo 1local e sistémica é, p.ex., uma forma de
dosagem injetédvel. Por via de exemplo, a microvesicula é
administrada por injecdo intra-tumoral (i.t.) local num
tumor sdélido, ou por injecdo ou infusdo intravenosa (i.v.),
ambas no caso de um tumor sélido e no caso de metéstase.
Uma dose de MV adequada a ser administrada depende de uma

diversidade de fatores, mas é geralmente compreendida entre



0,1 a 200 microgramas/kg de peso corporal do recetor,
preferencialmente 1-150 microgramas/kg de peso corporal do
recetor, ainda mais preferencialmente 3-120 microgramas/kg

de peso corporal do recetor.

A expressdo "microvesicula (MV) derivada de uma célula
estaminal adulta” como aqui usada refere-se a uma particula
membranar que é pelo menos em parte derivada de uma célula
estaminal adulta. Por sua vez, o termo “célula estaminal
adulta” inclui qualguer célula indiferenciada ou
parcialmente indiferenciada que é capaz de proliferar (auto
renovacédo) e diferenciar (plasticidade), assim substituindo
células maduras de uma linhagem celular especializada que
atingiram o fim do seu ciclo de vida. O termo “célula
estaminal adulta” como usado na presente descricdo inclui
células estaminais possuindo capacidade de auto-renovacéo
ilimitado e plasticidade pluripotente, e células
progenitoras com plasticidade pluripotente e, nalgumas
circunsténcias, uma capacidade de auto-renovacdo limitada.
As “células estaminais adultas” ©possuem ©plasticidade
pluripotente ou multipotentem significando que sé&do capazes
de se diferenciarem em pelo menos dois, mais
preferencialmente trés, tipos distintos de células maduras,

totalmente diferenciadas.

Dentro do contexto da presente descricdo, a expressédo
“célula estaminal adulta” pretende designa uma célula
estaminal que é isolada de um tecido adulto, em contraste
com uma “célula estaminal embriondria” que ¢é isolada da
massa celular interna de um Dblastocisto. As células
estaminais adultas sdo também conhecidas ©por células

sométicas.



Dentro do contexto da presente descricdo, a expresséao
“microvesiculas (MVs) derivadas de uma célula estaminal
adulta” pretende mostrar que as microvesiculas sdo
diretamente derivados de células estaminais

indiferenciadas.

Dentro do contexto da presente invencéo, a expressao
“diretamente” significa que as microvesiculas s&do derivadas
de células estaminais adultas indiferenciadas sem qualquer
passo de diferenciacdo a ser realizado ou a ter lugar antes

da obtencdo dos microvesiculas.

As microvesiculas derivadas de células estaminais adultas
usadas na presente invencdo sdo geralmente esferoides em
forma e possuem um didmetro que se encontra na gama de 100
nm a 5 um, mais tipicamente entre 0,2 e 1 um. Se a
particula ndo ¢é esferoide em forma, os valores acima

mencionados devem referir-se a maior dimensdo da particula.

As células estaminais a partir das quais as microvesiculas
usadas nesta invencdo sdo obtidas podem ser isoladas como
descrito na seccéo experimental da descricéo. As
microvesiculas (MVs) podem entdo ser obtidas a partir dos
sobrenadantes das células estaminais isoladas, p.ex., por
ultracentrifugacdo como descrito na seccédo experimental da
descricdo. As MVs isoladas podem entdo ser armazenadas até
uso por congelamento até temperaturas muito baixas, p.ex.,
a -80°C, numa suspensao com um ou mais agentes
crioprotetores. Agentes crioprotetores adequados sao,
p.ex., dimetilsulféxido (DMSO) e glicerol. O uso de DMSO a
uma concentracdo de 1% do volume da suspensdo celular
garante boa preservacdo das células e um efeito téxico
limitado em paciente re-infundidos. Outras substdncias que
podem ser mencionadas como agentes crioprotetores sao

agentes de crioprotecdo extracelulares, que sSdo O mesmo gue



dizer substédncias de elevado peso molecular atuando na
superficie celular através da formacdo uma barreira sdélida

que reduz a desidratacdo intracelular.

Outros objetos e vantagens da invencdo tornar-se-&o mais
claros dos seguintes exemplos, que sdo fornecidos por via
de ilustracdes apenas. Nos exemplos, referéncia é feita

as seguintes figuras:

As Figuras 1A e 1B mostram que a incubacdo de células
HepG2 (Figura 1A) e <células KS (Figura 1B) com
diferentes doses de microvesiculas (MVs)
significativamente inibe a proliferacéo quando
comparada com as células de controlo incubadas com
veiculos sozinhos. A proliferacdo de células HEPG2 e KS
foi avaliada pelo ensaio de incorporacdo de BrdU 48
horas apdbés a incubacdo com diferentes doses de MVs (1,
10 e 30 mg/ml) a partir de BM-MSCs ou a partir de
GlMSCs pré-tratadas ou ndo com RNAse. Os resultados séo

expressos como uma média +/- DP de 3 experiéncias.

As Figuras 2A e 2B mostram gque a incubacdo de células
HEPG2 e células KS com MVs promove significativamente a
apoptose quando comparada com o controlo incubado com o
veiculo sozinho e do mesmo modo com estimulacdo via
doxorubicina. A apoptose de células HEPG2 e células KS
foi avaliada pelo ensaio TUNEL como a percentagem de
células apoptdédticas apds 24 horas e/ou 48 horas de
incubacdo com diferentes doses de MVs provenientes de
BM-MSC (pré-tratadas ou ndo com RNAse) ou Gl-MSC. Os
resultados sdo expressos como a média +/- DP de 3

experiéncias.

As Figuras 3A e 3B mostram que a incubacdo de células
MCF-7 (Figura 3A) e células SKOV-3 (Figura 3B) com 30
mg/ml de MVs de BM-MSCs durante 48 horas
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significativamente inibe a proliferacéao quando
comparado com células de controlo incubadas com o
veiculo sozinho. A proliferacdo de células MCF7 e SKOV-
3 foi avaliada pelo ensaio de incorporacdo BrdU 48
horas apds a incubacdo com 30 mg/ml de MVs provenientes
de BM-MSCs ou de Gl1-MSCs. Os resultados sdo expressos

como a média +/- DP de 3 experiéncias.

A Figura 4 mostra que MVs de BM-MSCs induzem um aumento
de células na fase G0/Gl, especialmente em células
SKOV-3. 0O contetido de DNA foi medido em células SKOV-3
cultivadas com 10% FCS, privadas de FCS (inaninacédo) e
na presenca de 30 mg/ml de MVs durante 24 horas. Um
aumento no numero de células na fase G0/Gl na presenca

de MVs & observado.

As Figuras 5A and 5B mostram os resultados de
experiéncias realizadas para avaliar o efeito de MVs na
angiogénese in vitro. A capacidade de HUVECs e TECs
para formar estruturas semelhantes a capilares com

Matrigel foi avaliada.

A Figura 6 mostra os resultados de experiéncias
realizadas para avaliar o efeito de MVs na apoptose in
vitro. A apoptose de HUVECs e TECs foi avaliada pelo
ensaio TUNEL como a percentagem de células apoptdticas

48 horas apds a incubacdo com diferentes doses de MVs.

A Figura 7 mostra os resultados de experiéncias
realizadas para avaliar o efeito de MVs na proliferacéo
de TECs. A proliferacdo de TECs foi avaliada pelo
ensaio de incorporacdo de BrdU 48 horas apds a
incubacdo com diferentes doses de MVs (10 e 30 mg/ml)
provenientes de BM-MSCs pré-tratados ou ndo com RNAse.
Os resultados sdo expressos como média +/- DP de 2

experiéncias.
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A Figura 8 mostra a atividade anti-tumoral in vivo de
MVs, tratados ou ndo com RNAse, administrados por via
intra-tumoral em ratinhos SCID transplantados com
xenoenxertos HepG2. A massa tumoral foi determinada por
medicdo com compasso de dois didmetros perpendiculares
do implante em cada semana. Os resultados estéo
representados como a percentagem de aumento da massa
tumoral: a massa tumoral no primeiro tratamento (1
semana apds injecdo HepG2) ¢é fixa por convencado como

correspondendo a um valor de 100%.

A Figura 9 mostra que MVs derivadas de BM-MSCs reduzem
o crescimento tumoral in vivo. A) Exemplos
representativos de ratinhos com tumores HepG2 tratados
(& direita) ou ndo (a esquerda) com MVs de BM-MSCs. B)
Exemplos representativos de tumores HepG2 excisados
tratados (a direita) ou ndo (a esquerda) com MVs de BM-
MSCs. C) Coloracdo com Hemotoxilina e Eosina de tumor
HepG2 tratados (a direita) ou ndo (a esquerda) com MVs

de BM-MSCs.

A Figura 10 mostra que o pré-tratamento de MVs com
RNAse anula a atividade anti-tumoral de MVs derivadas
de NM-MSCs. A) Exemplos representativos de tumores
HepG2 excisados tratados com MV-RNAse. B) Coloracdo com
Hemotoxilina e Eosina de tumores HepG2 tratados com MV-

RNAse.

A Figura 11 é um grafico mostrando os resultados do
ensaio de proliferacdo baseado em BrdU em células
HepG2. As células HepG2 foram cultivadas em meio DMEM
simples ou suplementado com diferentes doses de MVs
derivadas de HLSCs. Apdés 3 dias, a proliferacdo de
HepG2 foi quantificada usando o ensaio de incorporacéo

BrdU.



12

A Figura 12 é um grafico mostrando os resultados do
ensaio de apoptose em células HepG2. As células HepG2
foram cultivadas em meio DMEM simples ou suplementado
com 10% FCS e suplementado com vincristina (100 ng/ml)
ou MV-HLSC (30 mg/ml) ou MV-HLSC (pré-tratados com
RNAse, 30 mg/ml). A anédlise foi realizada apbds 24

horas.

A Figura 13 é um grafico mostrando os resultados dos
ensaios de apoptose em células HepG2 sob condicdes
basais ou células HepG2 tratadas com vincristina,
doxorubicina, MV-HLSCs, ou com vincristina + MV-HLSCs e

doxorubicina + MV-HLSCs.

A Figura 14 é um grafico mostrando os dados obtidos
pela medicdo do volume de tumor de tumores HepG2
recuperados apds tratamento de MV-HLSC (n=3), vwveiculo
(n=2) ou MVHLSC (n=3) com RNAse, 1i.t., tratamento
fornecido aquando do sacrificio do ratinho. O volume do
tumor foi determinado através da medicdo com um
compasso de dois diadmetros perpendiculares do implante

a cada semana.

A Figura 15 mostra micrografias mostrando a inibicdo in
vivo do crescimento do tumor apdbds tratamento com HLSC-
MV e consequente apoptose intra-tumoral induzida. A)
Micrografias representativas mostrando apoptose,
coloracdo PCNA e Hemotoxilna & Eosina de tumores HepG2
recuperados apds 4 semanas. B) Micrografias
representativas mostrando apoptose, coloracdo PCNA e
Hemotoxilina & Eosina de tumores HepG2 recuperados de
ratinhos tratados com MVs. C) Micrografias
representativas mostrando apoptose, coloracdo PCNA e
Hemotoxilina & Eosina de tumores HepG2 recuperados de

ratinhos tratados com MV-RNAse.
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A Figura 16 é um grafico mostrando os resultados dos
ensaios de proliferacdo in vitro realizados em células
MCF7 incubadas com diferentes concentracdes de HLSC-
MVs. A proliferacdo de células MCF-7 foi avaliada por
ensaio de incorporacdo de BrdU 48 horas apds a
incubacdo com 2, 10, 15 e 30 mg/ml de MVs derivadas de
células HLSC. A experiéncia foi realizada em

triplicado. P < 0,05.

A Figura 17 é um grafico mostrando os resultados dos
ensaios de proliferacdo in vitro realizados através da
incubacdo de células de Kaposi (KS) com diferentes
concentragdes de HLSC-MVs. A proliferacdo de células
Kaposi foi avaliada pelo ensaio de incorporacdo de BrdU
48 horas apds a incubacdo com 2, 10, 15 e 30 mg/ml de
MVs derivadas de células HLSC. A experiéncia foi

realizada em triplicado. P < 0,05.

A Figura 18 ¢é um grafico mostrando os resultados dos
ensaios de apoptose in vitro realizados através da
incubacdo de células MCF-7 e células Kapsi com HLSC-
MVs. A apoptose foi avaliada pelo ensaio TUNEL como a
percentagem de células apoptdticas apds 48h de
incubacdo com diferentes doses de MVs (2 ; 10; 15; e 30
mg/ml e 30 mg/ml de MVs tratados com RNase).
Doxorubicina foi usada como controlo ©positivo de
inducdo de apoptose. No controlo negativo, células MCF-
7 e células de Kaposi foram tratadas com o veiculo
sozinho. A experiéncia foi realizada em triplicado. P <
0,05.
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1. MICROVESICULAS (MVs) DE CELULAS ESTAMINATS
MESENQUIMATOSAS (MSCs)

1.1 Isolamento e caracterizacdo de MSCs

Células da medula o6ssea foram colocadas num gradiente de
Ficoll (densidade: 1022 g/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
e centrifugadas a 1500 rpm durante 30 minutos. As células
mononucleadas foram cultivadas na presenca de meio basal
para células estaminais mesenquimatosas (MSCBM, Lonza).
Apds 5 dias de cultura, o meio foi mudado. Para expandir as
células isoladas, a monocamada aderente foi destacada por
tratamento com tripsina durante 5 minutos a 37° C, no dia
15 para a primeira passagem e a cada 7 dias para passagens
subsequentes. As células foram plagueadas a uma densidade
de 10,000 células/cm?’ e usadas a passagens ndo superiores a

passagem 6.

Populacdes de MSC de glomérulos (G1l-MSC) foram obtidas da

porcdo normal de cdédrtex de rins cirurgicamente removidos,

Ccomo descrito em Bruno S et al. Isolation and
characterization of resident células estaminais
mesenquimatosas in human glomeruli. Stem Cells Dev.

2009;18:867-880. Apds disseccdo do cdédrtex, a suspensio
glomerular foi recolhida usando uma técnica
estandardizadamente estabelecida: apds passagem através de
uma série de redes graduadas (redes de 60 e 120), os
glomérulos foram recuperados no topo da rede 120. Os
glomérulos foram entdo recolhidos no fundo de um tubo
coédnico por precipitacéo esponténea (10 minutos a
temperatura ambiente) e foram privados da camada visceral
da cépsula de Bowman tanto mecanicamente, por varias rondas

de espiracdo/expulsdo usando uma pipeta de 10 mL, como
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enzimaticamente, por digestdo de 2 minutos com Colagenase I
(Sigma, St. Louis, MO) . Os glomérulos foram entéo
recolhidos no fundo de um tubo cdédnico por precipitacéo
espontédnea de forma a remover as células e as capsulas de
Bowman, e foram transferidos para frascos T25 revestidos
com fibronectina (Falcon, BD Bioscience, Two Oak Park,
Bedford, MA). Os glomérulos foram cultivados na presenca de
meio para células estaminais mesengquimatosas (MSCBM,
Lonza). As células foram mantidas até atingirem confluéncia
antes da sua passagem; o intervalo entre passagens variou
(3-7 dias) até a passagem 4, e a partir dai foi

estabelecido em redor dos 7 dias.

Em cada passagem, as células foram contadas e analisadas
quanto ao seu imunofendtipo por andlise citofluorimétrica
e imunofluorescéncia. Analise citofluorimétrica foi
realizada com o0s seguintes anticorpos, todos conjugados
de ficoeritrina (PE) ou 1isocianato de fluoresceina
(FITC): anticorpos monoclonais anti-CD105, -CD29, -CD31,
-CD l4e, -CDh44, -CD90 (Dakocytomation, Copenhagen,
Denmark); -CD73, -CD34, -CD45, -CD80, -CD86,-CDl66, HLA-I
(Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, San Jose, CA);
-CD133 (Miltenyi Biotec, Auburn); KDR (R&D Systems,
Abington, U.K.):; -HLA-II (Chemicon International
Temecula, CA), -CD40 (Immunotech, Beckman Coulter), -
CD154 (Serotec, Raleigh, NC USA). Controlos isotipicos
IgG murinos foram utilizados de Dakocytomation. Todas as
incubacdes foram realizadas em 100 mL de tampdo fosfato
salino (PBS) contendo 0,1% de albumina do soro bovino e
0,1% de azida de sdédio, a 4° C. Para cada amostra, 10 000
células foram analisadas num citémetro FACSCalibur (BD
Biosciences Pharmingen). O acoplamento foi construido com
base nos controlos negativos e controlos de compensacgio

foram incluidos em todas as anédlises realizadas. As
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percentagens e numeros da populacdo foram produzidos por
populacdes combinadas de cada experiéncia usando O

software Cell Quest (BD Biosciences Pharmingen).

A  imunofluorescéncia indireta foi realizada em MSCs
cultivadas em slides de camara (Nalgen Nunc
International, Rochester, NY, USA), ficadas em 4% de
paraformaldeido contendo 2% de sacarose e, se necessario,
permeabilizadas com tampdo Hepes-Triton X 100 (Sigma, St.
Louis, MO). O0Os seguintes anticorpos foram wutilizados:
anticorpo monoclonal anti-vimentina (Sigma) e anticorpo
policlonal anti-fator de vonWillebrand (Dakocytomation).
A omissdo dos anticorpos primarios ou substituicdo com
IgG ndo-imune de coelho ou ratinho foram wusados como
controlos quando apropriado. Alexa Fluor 488 anti-coelho
e Vermelho de Texas anti-murino (Molecular ©Probes,
Leiden, The Netherlands) foram usados como anticorpos
secundarios. Analise por microscopia confocal foi
realizada usando um microscdpio confocal Zeiss LSM 5
Pascal Model (Carl Zeiss International, Germany). O
corante Hoechst 33258 (Sigma) foi adicionado para

coloracdo do nucleo.

Preparacdes BM-MSC e GL-MSC ndo expressaram marcadores

hematopoiéticos tais como CD45, CDl14 e CD34. Elas né&o

expressaram moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 e
CD40) nem  0S marcadores endoteliais (CD31, fator
vonWillebrand, KDR). Todas as preparacdes de células a

diferentes passagens de cultura expressaram os tipicos
marcadores MSC: CD105, CD73, CD44, CD90, CDloeob e CDldo.

Eles também expressaram HLA Classe I.

As propriedades de diferenciacéo adipogénicas,

osteogénicas e condrogénicas das MSC foram determinadas
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como descrito em Pittenger MF, Martin BJ. mesenchymal
stem cells and their potential as cardiac therapeutics.
Circ. Res 2004;95:9-20. Sucintamente, MSCs foram
cultivadas com meio adipogénico (Lonza) durante 3
semanas. Para avaliar a diferenciacédo, as células foram
fixadas com 4% de paraformaldeido durante 20 minutos a
temperatura ambiente e coradas com 0,5% de &éleo Red O
(Sigma) em metanol (Sigma) durante 20 minutos a

temperatura ambiente.

A diferenciacdo osteogénica foi avaliada através da
cultura de MSCs em meio osteogénico (Lonza). O meio foi
mudado duas vezes por semana durante 3 semanas. Para
avaliar a diferenciacdo, as células foram fixadas como 4%
de paraformaldeido durante 20 minutos e coradas com
Vermelho de Alizarina, pH 4,1 (Lonza) durante 20 minutos

a temperatura ambiente.

Para a diferenciacdo condrogénica, 2,5 x 10° MSCs foram
centrifugados num tubo cbénico de propileno de 15 mL
(Falcon BD Bioscience) a 150g durante 5 minutos e lavadas
duas vezes com DMEM. Os pellets foram cultivados em meio
condrogénico (Lonza) suplementado com 10 ng/ml de Fator
de Crescimento Transformante 3 (Lonza). O meio foi
mudado a cada 3 dias durante 28 dias. Os pellets foram
ficados com 4% de paraformaldeido overnight, e as seccdes
embebidas em parafina foram coradas para
glucosaminoglicanos wusando 0,1% safranina O (Sigma) e
para proteoglicanos sulfatados wusando 1& de azul de

Alcian.
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1,2 Isolamento e caracterizacdo de MVs derivadas de MSCs

As microvesiculas (MVs) foram obtidos de sobrenadantes de
BM-MSCs ou GL-MSCs obtidos como acima descrito e
cultivados em RPMI privado de FCS e suplementado com 0,5%
de BSA (Sigma). Apds centrifugacdo a 2000 g durante 20
minutos para remover o debris, sobrenadantes livres de
células foram centrifugados a 100 000g (Beckman Coulter
Optima L-90K ultracentrifuge) durante 1 hora a 4 °C,
lavados com meio desprovido de soro 199 contendo &cido N-
2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfdnico (HEPES) 25mM
(Sigma) e sujeitos a uma segunda ultra-centrifugacdo sob
as mesmas condig¢des. A contaminacdo de MVs por endotoxinas
foi excluida pelo teste de Limulus de acordo com as
instrucdes do fabricante (Charles River Laboratories,
Inc., Wilmington, MA, USA) e as MVs foram armazenados a -

g0°cC.

Em experiéncias selecionadas, MVs foram tratado com 1U/ml
RNase (Ambion Inc., Austin, TX, USA) durante 1 hora a
37°C, a reacdo foi terminada pela adicdo de 10 U/ml de
inibidor de RNAse (Ambion Inc.) e as MVs foram lavadas por

ultracentrifugacéo.

1.3 Experiéncias In vitro realizadas com MVs derivadas de

MSCs

Cultura de linhas celulares tumorais. A linha celular
tumoral Thepatica humana (HepG2), a linha celular do
adenocarcinoma da mama humano (MCF-7) e a linha celular do
cancro do ovario humano (SKOV-3) foram cultivadas em meio
DMEM com baixo teor de glucose suplementado com soro fetal

bovino (FCS, Euroclone), 100U/ml penicilina, 100mg/ml
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estreptomicina e 1% glutamina (todos da Sigma) e mantidas
numa incubadora com uma atmosfera humidificada de CO, 5% a
37°C. Uma cultura primadria de células do sarcoma de Kaposi
(células KS) foi obtida de wuma lesdo cutédnea de um
paciente transplantado com um aloenxerto renal com terapia
imunossupressiva e cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de FCS, 100 mg/ml penicilina, e 100

mg/ml estreptomicina.

Células endoteliais tumorais (TECs): isolamento e cultura.
TECs foram isoladas de espécimes de carcinomas celulares
renais usando Anticorpo anti-CD105 acoplado a contas
magnéticas por separacdo celular magnética usando o
sistema MACS (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). As linhas
celulares TEC foram estabelecidas e mantidas em cultura em
meio completo basal endotelial (EBM) suplementado com
fator de crescimento epidérmico (10 ng/ml), hidrocortisona
(1 mg/ml), extrato de cérebro bovino (todos da Lonza) e
10% FCS. As TECs foram caracterizadas como células
endoteliais por morfologia, coloragcdo positiva para o
antigénio  VvWF, CD105, CDhl4o, e caderina endotelial
vascular e coloracdo negativa para citoqueratina e desmina
(Bussolati B et al. Altered Angiogénese and survival in
endothelial cells derived from renal carcinoma. FASEB J
2003;17:1159-1161) .

Células Endoteliais do Corddo Umbilical Humano (HUVECs) :
Isolamento e cultura. Células endoteliais do cordédo
umbilical humano (HUVECs) foram obtidas a partir do
corddo umbilical, como previamente descrito (Bussolati B
et al. Vascular endothelial growth fator receptor-1
modulates vascular endothelial growth fator-mediated
Angiogénese via nitric oxide. Am J Pathol.

2001Sep;159(3):993-1008) e mantidas em EBM e 10% de FCS.
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As experiéncias foram realizadas em HUVECs da segunda ou

terceira passagem.

Proliferacdo Celular. Células HepG2, MCF-7, SKOV-3, KS ou
HUVECs foram plagqueadas a 2 000 ou 4 000 células/poco em
microplacas de 96-pocos com DMEM (Sigma) privado de FCS
com diferentes concentracdes de microvesiculas pré-
tratadas ou ndo com RNase. A sintese de DNA foi detetada
através da incorporacdo de 5S5-bromo-2’'-desoxi-uridina
(BrdU) no DNA celular apds 48 horas de cultura. As
células foram entdo fixadas com 0,5 M etanol/HCl1 e
incubadas com nucleasse para digerir o DNA. A
incorporagcdo de BrdU no DNA foi detetada wusando um
anticorpo murino anti-BrdU conjugado a peroxidase e
visualizado com um substrato cromogénico soluvel (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany). A densidade &ética

foi medida com um leitor ELISA a 405 nm.

Analise do «ciclo celular. Linhas celulares tumorais
humanas foram estimuladas durante 24 horas com 30 mg/ml
de diferentes preparacdes de MVs, destacadas por tripsina
e fixadas em etanol 80% a baixa temperatura. As células
foram mantidas durante pelo menos 24 horas a 20° C e
depois lavadas com PBS. Depois, as células foram
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente com

iodeto de propidio (50 mg/ml) (Sigma) para corar o DNA

numa solucdo contendo RNAse (200 mg/ml) (Sigma) e 0,5% de
Nonidet P40 (Sigma). Para cada amostra, 50 000 células
foram analisadas num citdémetro FACSCalibur (BD

Biosciences Pharmingen) .

Ensaio apéptético. Células HepG2, MCF-7, SKOV-3, KS,
HUVECs ou TECs foram plaqueadas a 8 000 células/poco em

microplacas de 96-pocos com DMEM (Sigma) suplementado com
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10% FCS e na presenca de doxorubicina (100 ng/ml, Sigma)
ou diferentes concentracdes de MVs (10 and 30 mg/ml) pré-
tratadas ou ndo com RNAse. A apoptose foi avaliada pelo
ensaio TUNEL (ApopTag Oncor, Gaithersburg, MD, USA). Apbds
24 ou 48 horas de tratamento, as células foram lavadas
com PBS, fixadas em 1% de paraformaldeido pH 7,4 durante
15 minutos a 4°C, lavadas duas vezes em PBS e depois
fixadas em mistura etanol:&cido acético (2:1) durante 5
minutos a -20°C. As amostras foram tratadas com a
Desoxinucleotidil-transferase terminal (TdT). As células
foram entdo tratadas com conjugadoanti-digoxigenina com
fluoresceina e incubadas durante 30 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram montadas em meio contendo 1
mg/ml de iodeto de propidio e as células analisadas por
imunofluorescéncia. 0Os resultados sdo expressas como a
percentagem de células emitindo fluorescéncia no
comprimento de onda do verde (células apoptdticas) versus
células emitindo fluorescéncia no comprimento de onda do

vermelho (células totais).

Angiogénese in vitro. Microplacas de 24-pocos foram
revestidas com Matrigel com fator de crescimento reduzido
(BD Biosciences) a 4°C e incubadas durante 30 minutos a
37°C, 5% CO,, numa atmosfera humidificada. HUVECs ou TECs
foram plagqueadas nos pocos revestidos com Matrigel em RPMI
ou EBM com 5% FCS & densidade de 5x10° células/poco, na
presenca ou na auséncia de diferentes concentracdes de MVs
tratados ou ndo com RNAse. Apds 6 horas de incubacédo, as
células foram observadas sob um microscédpio invertido Nikon
(Nikon) e os resultados experimentais foram registados. Os
resultados foram expressos como a média do comprimento do
tubo, como medida pelo sistema de andlise MicroImage (Cast

Imaging), expressa em unidades arbitrdrias e avaliada em 5
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diferentes campos a uma magnificacdo de 20X com pocos em

duplicado de 3 diferentes experiéncias.

Analise estatistica. Todos 0s dados de diferentes
procedimentos experimentais sdo expressos como a média +/-
DP. A analise estatistica foi realizada por ANOVA com um

teste multi-comparativo Newmann-Keuls quando apropriado.

1.4 Resultados In vitro

1.4.1 Efeitos bioldgicos In vitro de MVs derivadas de BM-

MSCs e Gl1-MSCs em linhas celulares tumorails

A atividade anti-tumoral de MVs derivadas de BM-MSCs
humanas, foi avaliada in vitro através da medicdo da sua
capacidades para inibir proliferacdo e para induzir

apoptose nas linhas celulares HepG2, MCF-7, SKOV-3 e KS.

A Figura 1 mostra que a incubacdo de células HepG2 (Figura
1A) e células KS (Figura 1B) com diferentes doses de MVs
durante 48 horas significativamente inibiu a proliferacéo
quando comparada com células de controlo incubadas com ©

veiculo sozinho.

A Figura 2 mostra gque a incubacdo de células HepG2 (Figura
2A) com MVs durante 24 e 48 horas significativamente
promoveu a apoptose gquando comparada com células de
controlo incubadas com o veiculo sozinho e da mesma forma

com estimulacdo via doxorubicina.

Quando as MVs foram incubadas com RNAse para induzir

degradacdo completa do RNA transportado, os efeitos anti-
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proliferativos e pro-apoptdticos promovidos por MVs em
células HepG2 e KS eram reduzidos (Figuras 1 e 2). O
tratamento de MVs com RNAse nédo interferiu per se com a
apoptose da linha celular tumoral induzida por doxorubicina

(Figura 2).

Pelo contrario, a incubacdo de células MCF-7 e células
SKOV-3 com 30 mg/ml de MVs provenientes de BM-MSCs durante
48 horas significativamente inibiu a proliferacdo gquando
comparado com células de controlo incubadas com o veiculo
sozinho (Figura 3A e 3B), mas ndo promoveu a apoptose.
Nessas duas linhas celulares tumorais os inventores também
estudaram o ciclo celular pela técnica de coloracdo com
iodeto de propidio, de forma a avaliar a percentagem de
células na fase GO0/Gl em comparacdo com as células nas
fases S e G2. O0Os inventores também observaram que MVs
provenientes de BM-MSCs induziam um aumento de células na
fase G0/Gl, especialmente nas células SKOV-3 (Figura 4), o
que pode explicar a inibicdo da proliferacdo observada pela

incorporacédo de BrdU.

Os inventores também testaram os efeitos de MVs derivadas
de Gl-MSCs na proliferacdo e apoptose de linhas celulares
tumorais. G1-MSCs ndo afetaram a proliferacdo e a apoptose
na linha celular HepG2. Pelo contrario, MVs derivadas de
G1-MSCs inibiram a proliferacdo e induziram a apoptose de
células KS (Figuras 1 e 2). Adicionalmente, a incubacédo de
células MCF-7 e SKOV-3 com 30 mg/ml de MVs derivadas de Gl-
MSCs durante 48 horas inibiu a ©proliferacdo quando
comparado com células de controlo incubadas com o veiculo

sozinho 8Figura 3), mas ndo promoveu apoptose.
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1.4.2 MVs derivadas de fibroblastos humanos

MVs derivadas de fibroblastos humanos ndo inibiram a
proliferacdo e ndo induziram apoptose nas diferentes

linhas celulares tumorais (dados ndo mostrados).

1.4.3 Efeitos In vitro de MVs derivadas de BM-MSCs em

células endoteliais

Os inventores também estudaram os efeitos in vitro de MVs
derivadas de BM-MSCs na proliferacédo, apoptose e formacédo
de estruturas semelhantes a capilares de HUVECs e células

endoteliais tumorais (TECs).

O tratamento com MV ndo afetou a proliferacdo (dados néo
mostrados) e a capacidade de formacdo de estruturas
semelhantes a capilares de HUVECs (Figura S5A) .
Adicionalmente, a incubacdo de HUVECs com diferentes
doses de MVs durante 48 horas né&do induziu apoptose

(Figura 6).

Em contraste, a incubacdo de TECs com diferentes doses de
MVs durante 48  horas, significativamente inibiu a
proliferacdo (Figura 7) e promoveu a apoptose (Figura 6)
comparativamente as células de controlo incubadas com o
veiculo sozinho. A proliferacdo de TECs foi avaliada pelo
ensaio de incorporacdo de BrdU apds 48 horas de incubacéo
com diferentes doses de MVs (10 e 30 mg/ml) de BM-MSCs
pré-tratadas ou ndo com RNAse. Os resultados na Figura 7

sdo expressos como a média +/- DP de 2 experiéncias.
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Quando as MVs foram 1incubadas com RNAse, o efeito

apoptdtico promovido por MVs em TECs foi
significativamente reduzido. A incubacéio de TECs
plagqueados em Matrigel com diferentes de MVs

significativamente 1inibiu a <capacidade de TECs de
formaram estruturas semelhantes a capilares in vitro.
Pré-tratamento de MVs com RNAse anulou o efeito

inibitdério em MVs na formacdo de tubulos (Figura 5B).

1.5 Experiéncias In vivo com MVs derivadas de MSCs

Formacdo de Tumores. Células 3x10° HepG2 foram recolhidas e
implantadas subcutaneamente em ratinhos SCID (Charles
River, Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME). As células
cultivadas, recolhidas usando tripsina-EDTA, foram lavadas
com PBS, contadas numa cdmara de microcitdémetro e
ressuspensas em 100 mL de DMEM e 100 mL de Matriz Matrigel
(Becton Dickinson). As células foram colocadas em gelo, e
injetadas subcutaneamente no lado esquerdo do dorso de
ratinhos SCID wvia uma agulha de calibre 26 usando uma
seringa de 1mL. Os animais foram monitorizados diariamente
para a sua atividade e condic¢cdes fisicas, e a determinacéo
do peso corporal e a medigdo da massa tumoral foi feita a
cada 3 dias. A massa tumoral foi determinada por medicdo co
compasso em dois didmetros perpendiculares do implante e
calculada usando a férmula 1/2a x b2, onde a é o didmetro
longo e b o diédmetro curto (Hou J et al. Experimental
therapy of hepatoma with artemisin and its derivatives: in
vitro and in wvivo activity, chemosensitization and
mechanism of action. Clin Cancer Research. 2008;14:5519-
5530)). Apdés 1 semana, guando o0s tumores implantados
alcancaram o volume de aproximadamente 15 mm’, 0s
inventores comecaram a 1injecdo intra-tumoral semanal de

MVs. O primeiro tratamento foi com 100 mg de MVs (tratados
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ou ndo com RNAse) para um volume maximo de 20 mL. Nos
ratinhos de controlo, os inventores injetaram através de
via intra-tumoral o mesmo volume de veiculo sozinho. Os
ratinhos foram randomizados em trés grupos de tratamento:
a) o grupo injetado intra-tumoralmente com MVs (n=8); b) o
grupo injetado intra-tumoralmente com MVs tratados com
RNAse (n=8); e c) o grupo de controlo injetado com o mesmo
volume de veiculo sozinho (n=5). Apds trés semanas com
injecdo de Matrigel, os ratinhos foram sacrificados e os

tumores recuperados e processados para histologia.

1.6 Resultados In vivo

1.6.1 Efeitos bioldgicos In vivo de MVs derivadas de BM-

MSCs no crescimento de tumores HEPG2

A formacdo e crescimento de tumor s&do inibidos por MVs
derivadas de BM-MSCs em ratinhos SCID. Para determinar o
efeito de MVs derivadas de BM-MSCs na formacdo e
crescimento de tumores in vivo, ratinhos SCID foram
injetados subcutaneamente com HepG2 na presenca de
Matrigel. Uma semana apds a injecdo, gquando o volume dos
tumores foi de aproximadamente 15 mm®, os inventores
comecaram a injecdo intra-tumoral semanal de ratinhos com
MVs (tratados ou ndo com RNAse), com um volume maximo de 20
mL. O primeiro tratamento foi com 100 mg de MVs; as
injecdes intra-tumorais subsequentes foram de 50 mg de MVs.
Nos ratinhos de controlo, os inventores injetaram intra-

tumoralmente 20 ml do veiculo sozinho.

Apds trés semanas da injecdo de Matrigel, todos os tumores
foram recuperados e analisados. No modelo de xenoenxerto
HepG2, a injecdo intra-tumoral de MVs mostrou um efeito

inibitdério no crescimento tumoral (Figura 8). O tamanho e o
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volume do tumor foram significativamente redlizios em
ratinhos SCID tratados com MVs (Figura 9A e O9B) e as
andlises histoldgicas mostraram &rea de necrose em tumores
HepG2 tratados com MVs (Figura 9C). Tumores injetados com
MVs pré-tratados com RNAse n&do diferiram em tamanho e

histologia dos tumores de controlo (Figura 10A e 10B).

2.. MICROVESICULAS (MVs) DE CELULAS HEPATICAS ESTAMINAIS

2.1 Isolamento e caracterizacdo de células estaminais

hepdticas adultas humanas (HLSCs)

HLSCs foram isolados de hepatdécitos criopreservados normais
obtidos de Cambrex Bio Science Verviers S.p.r.l. (Verviers,
Belgium) cultivados em meio minimo essencial/meio-1 basal
para células endoteliais («-MEM/EBM) (3:1) (Gibco/Cambrex)
suplementado com L-glutamina (5 uM), Hepes (12 uM, pH 7,4),
penicilina (50 IU/ml), estreptomicina (50 mg/ml) (todos de
Sigma, St. Louis), FCS (10%). As células expandidas foram
transferidas para um frasco T75 e analisadas guando

atingiram a confluéncia.

A linha celular hepética HepG2 foi cultivada em meio
Dulbecco’s modified Eagle (DMEM) (baixo teor de glucose)

contendo 10% de soro fetal bovino (FBS).

2.2 Isolamento de MVs derivadas de HLSCs

MVs foram obtidos de sobrenadantes de HLSCs cultivados em

MEMalfa suplementado com 2% de soro fetal bovino (FBS). A
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viabilidade de células incubadas overnight com soro foi
detetada por excluséo de azul de tripano. Apds
centrifugacdo a 2000 g durante 20 minutos para remover O
debris, sobrenadantes desprovidos de células foram
centrifugados a 100 000g (ultra-centrifuga Beckman
Coulter Optima L-90K) durante 1h a 4 °C, lavados com meio
desprovido de SOro 199 contendo acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfdénico (HEPES) 25mM
(Sigma) e sujeito a uma segunda ultra-centrifugacdo nas
mesmas condic¢des. Para sequir, in vitro e in vivo, MVs
por microcopia de fluorescéncia ou analise FACS, MVs de
células estaminais foram marcados com o crombforo
alifatico intercalador de Dbicamadas lipidicas PKH26
(emissdo de fluorescéncia no vermelho, Sigma). Apds
marcacdo, as MVs foram lavados e ultracentrifugados a
100 000 G durante 1h a 4 °C. 0Os pellets de MVs foram
ressuspendidos em meio 199, e o contetido proteico foi
quantificado pelo método de Bradford (BioRad, Hercules,
CA). A contaminacdo por endotoxinas das MVs foi excluida
através do teste de Limulus de acordo com as instrucdes
do fabricante (Charles River Laboratories, Inc.,
Wilmington, MA), e as MVs foram armazenados a -80 °C. A
andlise morfolbgica realizada na suspensdo MV apds a
coloracdo com iodeto de propidio ndo mostrou a presenca

de corpos apoptdticos.

Em experiéncias selecionadas, MVs de HLSCs foram tratados
com 1 U/ml RNase (Ambion Inc., Austin, TX) durante 1 h a
37 °C, a reacdo foi terminada pela adicdo de 10 U/ml do
inibidor de RNAse (Ambion Inc.) e MVs foram lavados por
ultracentrifugacdo. A eficdcia do tratamento por RNAse
foi avaliada apbds extragcdo de RNA wusando o reagente

TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA) por anadlise
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espectrofotométrica do RNA total extraido (MVs né&o-
tratados por RNAse: 1,3 +/- 0,2 mg RNA/mg proteina; MVs
tratados por RNAse: <0, 2 mg RNA/mg proteina) .
Adicionalmente, o RNA extraido de MVs tratados e néo-
tratados com RNAse foi marcado pelo marcador oligo dT de
retro-transcricdo e analisado num gel de agarose 0,6%
para mostrar a degradacdo completa de RNA pelo tratamento
com RNAse. Como controlo, MVs foram tratados coml U/ml

DNase (Ambion Inc.) durante 1lh a 37 °C.

2.3 Experiéncias In vitro realizadas com MVs isoladas de

HLSCs

Ensaio de proliferagcdo. A sintese de DNA foi detetada
através da incorporacdo de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU)
no DNA celular usando um kit de ensaio imunoadsorvente
acoplado a enzima (Chemicon, Temecula, CA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Brevemente, apds lavagem, as
células foram incubadas com 10 mol/l BrdU durante 6 a 12
horas a 37°C, 5% CO,, numa atmosfera humidificada, fixadas
com 0,5 mol/L etanol/HCl e incubadas com nucleasse para
digerir o DNA. BrdU incorporado no DNA foi detetado usando
um anticorpo monoclonal anti-BrdU conjugado a peroxidase e
visualizado com um substrato cromogénico soltvel. A
densidade 6tica foi medida com um leitor de ensaio
imunocadsorvente acoplado a enzima a um comprimento de onda

de 405 nm.

Ensaio de apoptose. A apoptose foi avaliada usando o ensaio
de marcacao de terminal com dUTP (ApoTag; Oncor,
Gaithersburg, MD). Células (8x10°/poco) foram cultivadas em

microplacas de 96-pocos, ressuspensas em tampdo fosfato
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salino (PBS) e fixadas em 1% de paraformaldeido em PBS, pH
7,4, durante 15 minutos a 4°C seguida pela adicdo de
mistura etanol/adcido acético (2:1) durante 5 minutos a -
20°C. As células foram tratadas com enzima
desoxinucleotidil-transferase-terminal e incubada numa
cadmara humidificada durante 1 hora a 37°C e depois tratada
com anti-digoxigenina conjugada a isocianato de
fluoresceina durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Apbs lavagem, as amostras foram montadas num meio contendo
1 g/ml de iodeto de propidio e as células foram analisadas

por imunofluorescéncia.

Analise estatistica. Todos 0s dados de diferentes
procedimentos experimentais sdo expressos como a média +/-
DP. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA com teste

multi-comparativo de Newmann-Keuls quando necesséario.

2.4 Resultados In vitro

2.4.1 Efeitos de MVs derivadas de HLSCs na proliferacdo da

linha celular hepédtica tumoral HepG2

Os 1inventores avaliaram os efeitos de MVs derivadas de
HLSCs na proliferacdo de HepG2. Sucintamente, células HepG2
foram incubadas com diferentes doses (10, 20 e 30 mg/ml) de
MVs derivadas de HLSCs tratados ou ndo-tratados com RNAse
durante 3 dias. No final da incubacdo, as culturas HepG2
foram contadas ou fixadas em 0,5 M etanol/HCl e incubadas
com nucleasse para digerir o DNA. O BrdU incorporado no DNA
foi detetado usando um anticorpo murino anti-BrdU conjugado
a peroxidase e visualizado com um substrato cromogénico

soltivel. A densidade 6tica foli medida com um leitor ELISA a
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405 nm. Como mostrado na Figura 11, MVs derivadas de HLSCs
sdo capazes de 1inibirem significativamente a proliferacédo

de HepG2. Isto também se aplica da MVs tratados com RNAse.

2.4.2 Efeitos de MVs derivadas de HLSCs na apoptose da

linha celular hepdtica tumoral HepG2

A capacidade de MVs derivadas de HLSCs para induzirem
apoptose em HepG2 doi avaliada. Sucintamente, HepG2 foram
plaqueadas a uma densidade de 8 000 células/poco em
microplacas de 96-pocos em DMEM com 10% FCS e a apoptose
foi induzida por cultura na auséncia de FCS, por
tratamento com vincristina (100 ng/ml) ou doxorubicina
(50 ng/ml), dois inibidores mitdéticos usados na
quimioterapia de cancro, ou por tratamento com MV (30
mg/ml). Como controlo, MVs foram também tratadas com 1
U/ml RNasel8 (Ambion, Austin, TX) durante 1 hora a 37°C
para avaliar se a contribuicdo para a inibicdo do
crescimento de células tumorais ¢é dependente de uma
transferéncia horizontal de mRNA entregue por MVs para as
células tumorais. A apoptose foi avaliada usando uma
andlise com ensaio TUNEL as 24 e 72 horas. Como mostrado
na Figura 12, MVs derivadas de HLSCs foram capazes de
induzir a apoptose em HepG2 comparavel aquela induzida
por vincristina. Pelo contrédrio, o tratamento com RNAse
falhou na inducéo de apoptose. Adicionalmente, o
tratamento de HepG2 com vincristina + MV-HLSCs ou
doxorubicina + MV-HLSCs resulta num efeito aditivo como

mostrado na Figura 13.
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2.5 Experiéncias In vivo realizadas com MVs isoladas de

HLSCs

Cultura de células. Células da linha celular hepéatica
tumoral HepG2, foram cultivadas em DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino, 100 mg/ml penicilina, e 100
mg/ml estreptomicina e mantidas numa incubadora com

atmosfera humidificada de 5% CO, a 37°C.

Células estaminais hepéaticas humanas (HLSCs) foram
cultivadas em o-MEM/EBM (3:1), suplementado com 10% de
soro fetal Dbovino, 100 mg/ml penicilina, e 100 mg/ml
estreptomicina. EBM foi reconstituido com hEGF (fator de
crescimento epitelial humano), hidrocortisona, GA

(gentamicina), BBE (extracto de cérebro bovino).

Isolamento de microvesiculas (MVs) de HLSCs. MVs foram
obtidos de sobrenadantes de HLSCs cultivados em meio o-
MEM suplementado com 25 de soro fetal bovino. Apds
centrifugacdo a 2000 g durante 20 minutos para remover o
debris, sobrenadantes desprovidos de células foram
centrifugados a 100 000g durante 1 hora a 4°C, lavados
com meio desprovido de soro 199 contendo &4cido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico (HEPES) 25mM e
submetidos a uma segunda ultra-centrifugacdo nas mesmas
condicbes. 0Os pellets de MVs foram ressuspensos em meio
199 em 0,1%5 de DMSO e o contetido proteico foi

quantificado pelo método de Bradford.

Design experimental. Ratinhos SCID macho de 4 a 5 meses de
idade foram obtidos dos laboratdérios Charles River. Todos
os ratinhos foram colocados em instalacdes limpas e
mantidos durante 1 semana para aclimatizacdo. No dia O,

duas injecdes de 3x10° células tumorais HepG2 ressuspensas
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em meio DMEM desprovido de soro com matriz Matrigel a um
rdcio 1:1 foram aplicados. A suspensad celular foi
injetada num volume total de 0,2 mL na &area inguinal
esquerda dos ratinhos SCID. Todos os ratinhos foram

randomizados em trés grupos de tratamento: 20 ml de

injecdo de MV intratumoral (i.t.) (n = 3); 20 ml de
injecdo de PBS i.t. (n=2) e 20 ml de injecdo de MV
tratados com RNAse (n=3). No dia 7 pds-tumor, o tratamento

de transplante celular foi iniciado. Os tumores tornaram-
se palpdveis a partir do dia 7; 50 ou 100 mg de MV,
ressuspenso em M199 suplementado com 0,1% de DMSO, foram
injetados 7, 12, 14 e 18 dias apds o transplante do tumor.
O tratamento iniciou-se gquando os tumores atingiram um
volume de aproximadamente 15 mm’. Os animais foram
monitorizados para a sua atividade e condicdo fisica todos
os dias, e a determinacdo do peso corporal e medicdo da

massa tumoral foram feitos a cada 3 dias.

Os tumores foram medidos com compassos. A massa tumoral
foi determinada por compasso, com a medicdo de dois
didmetros perpendiculares do implante e calculada usando a
1/2a x b°, onde a é o didmetro longo b é o didmetro curto.
Os animais foram sacrificados no dia 28, e o0s tumores

foram recolhidos para andlise posterior.

Estudos morfolégicos. Os tumores foram  fixados em
formalina neutral 10% tamponizada, rotineiramente

processada, embebidos em parafina, seccionados a 5 um, e
corados com H&E para examinacéao microscédpica. A
imunohistoquimica para a detecdo da ©proliferacdo foi
realizada usando o anticorpo monoclonal anti-PCNA. As
seccdes foram Dbloqueadas e marcadas com o anticorpo
secunddrio HRP anti-murino (diluicdo 1:300). Omissdo dos

anticorpos primdrios ou substituicdo com IgG ndo-imune
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murina foi usada como controlo. A apoptose foi avaliada em
seccdes de tumor embebidas em parafina por analise TUNEL.
10 secgdes ndo-consecutivas foram contadas para células
tumorais apoptdticas-positivas a uma magnificacdo de 630X.
O corante Hoechst 33258 foi adicionado para marcacédo

nuclear.

Andlise estatistica. Todos os dados dos diferentes
procedimentos experimentals Sdo expressos como média +/-
DP. A anédlise estatistica foi realizada por ANOVA com

Teste multi-comparativo Newmann-Keuls quando apropriado.

2.6 Resultados In vivo

2.6.1 Crescimento e proliferacdo tumoral foram inibidos

por MVs derivadas de HLSCs num modelo de xenoenxerto de

hepatoma em ratinhos SCID

Para determinar o efeito de MVs derivadas de HLSC no
crescimento do tumor in vivo, ratinhos SCID foram
subcutaneamente transplantados com a linha celular do
hepatocarcinoma HepG2. Uma e duas semanas apds a injecédo
de HepG2, quando o volume dos tumores era de cerca de 15
mm®, os ratinhos foram tratados com injecdo intra-tumoral
de MVs (50 ou 100 mg), para um maximo de 20 ml de volume.
Nos ratinhos de controlo, os tumores foram injetados com
20 ml de veiculo sozinho. Apds trés e quatro semanas da
injecdo de HepG2, todos os tumores foram recuperados e
analisados. Neste modelo de xenoenxerto, a injecdo intra-

tumoral de MVs (Figura 14) mostrou um efeito inibitdrio no
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crescimento tumoral. Adicionalmente, anédlises histoldbgicas
mostraram &reas de necrose em tumores tratados com MVs
(Figura 15B) e um efeito anti-proliferativo foi observado

usando coloracdo PCNA (Figura 15B).

2.6.2 Inducgdo de Apoptose por MVs derivadas de HLSCs num

modelo de xenoenxerto de hepatoma em ratinhos SCID

Para determinar o efeito na apoptose intra-tumoral,
seccbes de parafinas dos tumores tratados com MVs foram
analisadas por TUNEL. O tratamento com MVs induziu
apoptose comparativamente com tumores tratados com

veiculo sozinho (Figura 15A).

2.7 Efeito bioldégico In vitro de MVs derivadas de HLSCs

em células MCF-7 do adenocarcinoma da mama e células KS

do sarcoma de Kaposi

2.7.1 Materiais e Métodos

Cultura de Células. Células estaminais hepédticas humanas
ndo-ovais (HLSC) foram cultivadas em o-MEM/EBM (3:1),
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 mg/ml
penicilina e 100 mg/ml estreptomicina. EBM foi
reconstituido com hEGEF (fator de crescimento epitelial
humano), hidrocortisona, GA (gentamicina), BBE (extracto

de cérebro bovino).

As linhas celulares MCF-7 de adenocarcinoma da mama foram

obtidas da American Type Culture Collection (Manassas,
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Q.

VA) e foram cultivadas em DMEM suplementado com % de FCS,
100 mg/ml penicilina e 100 mg/ml estreptomicina e
mantidas numa incubadora com uma atmosfera humidificada

de 5% CO, at 37°C.

Uma cultura primdria de células de sarcoma de Kaposi (KS3)
foi obtida de uma lesdo cutédnea de um ©paciente
transplantado com um aloenxerto renal sob terapia
imunossupressiva e foi cultivado em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de FCS, 100 mg/ml penicilina e 100

mg/ml estreptomicina.

Isolamento de MVs. MVs foram obtidos de sobrenadantes de
HLSCs cultivados em MEM-alfa suplementado com 2% de soro
fetal bovino (FBS) durante 18 horas. Em experiéncias
selecionadas, MVs foram recolhidos na auséncia de FBS. A
viabilidade de células incubadas overnight a 2% de FBS e
sem soro foi detetada por exclusdo com azul de tripano
(mais de 90%, dados ndo mostrados). Apds centrifugacdo a
2000g durante 20 minutos para remover o debris, o0s
sobrenadantes desprovidos de células foram centrifugados
a 100 000g (ultra-centrifuga Beckman Coulter Optima L-
90K) durante 1 h a 4 °C, lavados em meio 199 desprovido
de SOro contendo acido hidroxietilpiperazina-N’-2-
etanosulfdénico (HEPES) 25bmM e submetidos a uma segunda
ultra-centrifugacdo nas mesmas condicdes. 0s pellets de
MV foram ressuspendidos em meio 199, e o conteudo
proteico foi medido pelo método de Bradford. MVs foram
armazenados a -80 °C. A andlise morfoldgica realizada
numa suspensdo MV apds coloracdo com iodeto de propidio

ndo mostrou a presenca de corpos apoptdticos.

Tratamento com RNase. Em experiéncias selecionadas, MVs

de HLSCs foram tratados com 1 U/ml RNase durante 1 h a
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37°C. A reacdo foi neutralizada pela adicdo de 10 U/ml de
inibidor de RNAse e MVs foram lavados por

ultracentrifugacéo.

Proliferacdo celular. De forma a investigar se as MVs
derivadas de HLC exerceram a sua atividade anti-tumoral em
linhas celulares derivadas de uma variedade de tumores,
células MCF-7 do adenocarcinoma da mama e células do
sarcoma de Kaposi foram plaqueadas a 8000 células/poco em
microplacas de 96-pocos em DMEM e RPMI, respetivamente, com
diferentes concentracdes de MVs (2; 10; 15; e 30 mg/ml e 30
mg/ml de MVs tratados com RNAse). A sintese de DNA foi
detetada através da incorporacdo de 5-bromo-2’'-desoxi-
uridina (BrdU) no DNA celular apds 48 horas de cultura. As
células foram entdo fixadas com 0,5 M etanol/HCl1l e
incubadas com nuclease para digerir o DNA. O BrdU
incorporado no DNA foi detetado usando um anticorpo murino
anti-BrdU associado a peroxidase e visualizado com um
substrato cromogénico soltivel. A densidade 6tica foi medida

com um leitor ELISA a 405 nm.

Ensaio apoptético. Células MCFEF-7 e KS foram plaqueadas a 38
000 células/poco em microplacas de 96-pocos com DMEM com
baixo teor em glucose suplementado com 10% FCS e na
presenca de doxorubicina (100 ng/ml) ou diferentes
concentracdes de MVs (2 ; 10; 15; e 30 mg/ml e 30 mg/ml of
MVs tratados com RNase). A apoptose foi avaliada usando o

ensaio TUNEL.
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2.7.2 Resultados: MVs derivadas de HLSCs inibem a

proliferacdo in vitro de células MCF-7 e células KS

A incubacdo durante 48 horas de células MCF-7 do
adenocarcinoma da mama e células do sarcoma de Kaposi com
2, 10, 15 e 30 mg/ml de MVs (Figuras 16 e 17) derivados de
células HLSC-6B 1inibe significativamente a proliferacéo
celular quando comparado com as células de controlo
incubadas com o veiculo sozinho. Estes resultados mostram
que os efeitos anti-tumorais de células estaminais
provenientes de tecidos ndo sdo especificos contra tumores
originados do mesmo tecido. Adicionalmente, a incubacédo de
células MCF-7 do adenocarcinoma da mama e células do
sarcoma de Kaposo durante 48 horas com 2, 10, 15 e 30 mg/ml
of MVs (Figura 18) derivados de células HLSC-6B induziram
apoptose, comparativamente as células de controlo incubadas
com o veiculo sozinho, com efeitos que sdo similares aos da
doxorubicina, uma droga quimioterapéutica. Isto
adicionalmente confirma gque os efeitos anti-tumorais de
células provenientes de tecidos ndo sdo especificos contra

tumores originados no mesmo tecido.

Lisboa, 25 de novembro de 2015



REIVINDICACOES

. Uma microvesicula (MV) derivada de uma célula estaminal
adulta pluripotente ou multipotente para uso no

tratamento terapéutico de uma doenca tumoral.

.A microvesicula (MV) para uso de acordo com a
reivindicacéao 1, onde a célula estaminal adulta
pluripotente ou multipotente ¢é selecionada do grupo
consistindo de célula estaminal mesenquimatosa e célula

estaminal hepéatica.

.A microvesicula (MV) para uso de acordo com @ a
reivindicacéo 2, onde a célula estaminal adulta
pluripotente ou multipotente ¢é selecionada do grupo
consistindo de célula estaminal mesenquimatosa humana
derivada da medula o6ssea (BM-MSC), célula estaminal
mesenquimatosa humana derivada de glomérulos
descapsulados (G1-MSC) e célula estaminal Thepéatica

humana ndo-oval (HLSC).

. A microvesicula (MV) para uso de acordo com gqualguer uma
das reivindicacbes 1 a 3, onde a doenca tumoral &
selecionada do grupo consistindo de tumor hepéatico,
tumor epitelial, tumor da mama, tumor do pulmdo, tumor
da proéstata, tumor gastrico, tumor do cdlon e tumor dos

OVAarios.

. A microvesicula (MV) para uso de acordo com gqualquer uma
das reivindicacdes 1 a 4, onde o tratamento terapéutico
de uma doenca tumoral compreende a administracdo a um
paciente com sua necessidade relacionada de uma dose de
MV compreendida entre 0,1 a 200 microgramas/kg de peso
corporal do paciente, preferencialmente 1-150

microgramas/kg de peso corporal do paciente, ainda mais



preferencialmente 3-120 microgramas/kg de peso corporal

do paciente.

6. A microvesicula (MV) para uso de acordo com qualguer uma
das reivindicacdes 1 a 5, que se encontra numa forma de
dosagem farmacéutica adequada para administracdo local

ou sistémica.

7. A microvesicula (MV) para uso de acordo com qualquer uma
das reivindicacg®es 1 to 6, onde o tratamento terapéutico
compreende a administracdo de um ou mais agentes

citotdxicos e/ou citostdticos.

8. A microvesicula (MV) para uso de acordo com @ a
reivindicacdo 7, onde o0s agentes citotdxicos e/ou

citostdticos sdo selecionados do grupo consistindo de

Paclitaxel, Lenalidomida, Pomalidomida, Epirubicina,
5FU, Sunitiniba, La-patiniba, Canertiniba,
ciclofosfamida, doxorubicina,
Lenalidomide/Dexametasonae, Pomalidomida/Dexametasona,
Carboplatina, Rapamicina, mitoxantrona, oxaliplatina,
docetaxel, vinorelbina, vincristina e qualquer

combinacdo derivada.

9. A microvesicula (MV) para uso de acordo com a
reivindicacdo 8, onde o0s agentes citotdéxicos e/ou

citostaticos sd@o doxorubicina ou vincristina.

Lisboa, 25 de novembro de 2015
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