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A PRESENTE INVENGCAO REFERE-SE A UM METODO OPTIMIZADO E DEFINIDO DE ISOLAMENTO

E PRESERVAGAO DE CELULAS PRECURSORAS, A PARTIR DO CORDAO UMBILICAL HUMANO.
PARA ALEM DE SER REPRODUTIVEL E 100% EFICAZ, EM TERMOS DE NUMERO DE AMOSTRAS
PROCESSADAS, O PRESENTE METODO PERMITE ISOLAR UM ELEVADO NUMERO, DEFINIDO,
DE CELULAS COM CARACTERISTICAS PRECURSORAS, A SUA MAIORIA APOS APENAS UMA
FASE DE ADESAO E EXPANSAO/MULTIPLICACAO EX VIVO (GARANTINDO ASSIM A SUA
IDENTIDADE FENOTIPICA), NUM INTERVALO DE TEMPO MAIS CURTO QUE OS
ANTERIORMENTE DESCRITOS NO ESTADO DA ARTE. COM ESTE METODO E POSSIVEL OBTER,
EM 9 DIAS, APOS CONGELACAO DIRECTA DUMA FRACCAO DAS CELULAS, E APOS UMA FASE
DE ADESAO E EXPANSAO/MULTIPLICACAO EX VIVO (FINAL DE PO), DA MAIORIA DAS MESMAS,
RENDIMENTOS NA ORDEM DAS 8,6(+0,L)X105 CELULAS/GRAMA DE CORDAO UMBILICAL
PROCESSADO. AS CARACTERISTICAS DAS CELULAS PERMITEM, POR EXEMPLO, E AO FINAL
DE 35 DIAS, OBTER UMA MEDIA DE 7,7X1015 CELULAS COM CARACTERISTICAS
PRECURSORAS, A PARTIR DE 100% DAS AMOSTRAS DE CORDAO UMBILICAL PROCESSADAS.
O METODO OBJECTO DA PRESENTE INVENCAO, POR SER SIMPLES ,ROBUSTO, E 100%
EFICAZ, PODE SER APLICADO SOB BOAS PRATICAS DE FABRICO (GMP) EM LABORATORIOS
DE SERVICOS DEDICADOS A TERAPIA CELULAR EM HUMANOS. PARA ALEM DISSO, O METODO
TEM APLICACAO NAS AREAS FARMACEUTICA, COSMETICA E DA BIOTECNOLOGIA.



RESUMO

“METODO DE ISOLAMENTO DE CELULAS PRECURSORAS A PARTIR DO
CORDAO UMBILICAIL HUMANO”

A presente invencdo refere-se a um método de isolamento de
células precursoras, com capacidade de diferenciac&o noutro

tipo de células, a partir do corddc umbilical humano.

Para além de ser 100% eficaz em termos de numero de
amostras bem sucedidas, o presente método permite isolar um
numero de células estaminais que viabilizam a
criopreservacdo das mesmas apds somente dois ciclos de
multiplicagdo ex vivo, garantindo assim a sua identidade
fenotipica. Com este método é possivel obter, em 6 dias, e
no final de Pl, rendimentos na ordem das 1.3(iO.l)xlO6

células/grama de corddaoc umbilical processado.

0O método objecto da presente invengdo tem aplicacdo nas

dreas clinica, farmacéutica, cosmética e da biotecnologia.

Lisboa, 3 de Outubro de 2007




DESCRICAO

“METODO OPTIMIZADO E DEFINIDO DE ISOLAMENTO E PRESERVACAO
DE CELULAS PRECURSORAS A PARTIR DO CORDAO UMBILICAL HUMANO”

Dominio Técnico da Invencgéo

E objecto da presente invencdo um método optimizado e
definido de isolamento e preservacédo de células precursoras

a partir do corddo umbilical humano.

No ambito da presente invencdo entende-se por “células
precursoras” células capazes de aderirem e de se
multiplicarem numa superficie e meio de cultura definidos,
onde a maioria das células expressam o0s marcadores de
superficie celular CD44, CD73, CD90 e CD1l05, e de igual
forma a maioria das células apresenta apenas expressdo
residual dos marcadores de superficie celular CDl14, CD31,
CD34 e CD45, com capacidade de expansdo que pode atingir os
18 ciclos de expansdo/multiplicacdo, mantendo uma taxa de
multiplicacdo de aproximadamente 1,7/24h e uma morfologia
fibroblastéide constantes, e com capacidade de se
diferenciarem parcial ou terminalmente noutro tipo de
células, como sejam, comprovadamente, os osteoblastos,

condrécitos, adipdcitos, cardiomidécitos e células gliais.

0O método objecto desta invencdo vem adicionar ao estado da
arte um método robusto, 100% eficaz, permitindo a obtencgéo
de células precursoras a partir de todas as fracgdes de
corddo umbilical processadas; e que proporciona

rendimentos, em termos de numero de células isoladas por




massa de cordao umbilical, relativamente ao tempo

despendido, sem precedentes.

As inovagdes de teor técnico que sdo base desta invengao
consistem fundamentalmente no aproveitamento do produto da
reaccdo de digestdo, que promove a dissociacdo das células
a partir do tecido, em trés fases independentes do processo
de isolamento, para além da optimizagdo duma série de
caracteristicas técnicas, até agora ndo descritas, ou
descritas duma forma indefinida (ndo seleccionada), no

estado da arte.

0 método de recuperagdo tri-faseado baseia-se na
recuperagdo das células dissociadas a partir de trés
origens independentes e duma forma sequencial ao longo do
processo de isolamento 1- primeira fase: recuperacdo das
células dissociadas que tém a capacidade de aderir a
superficie do frasco de cultura celular onde é processada a
digestdo, ainda na presenga da solugcdo de digestdo, 2-
segunda fase: recuperacgao das células dissociadas,
recolhidas a partir do sobrenadante duma centrifugac¢do da
solugdo de digestdo apdés a primeira fase, gque tém a
capacidade de aderir a superficie de um frasco de cultura
celular, numa solucdo vol/vol consistindo de sobrenadante e
meio de cultura. 3- terceira fase: recuperagdo das células
dissociadas, recolhidas a partir do sedimento da
centrifugagdo da solugdo de digestdo apés a primeira fase,
€ que sao congeladas directamente, sem passar por uma fase

de adesdo e expansdo/multiplicacéo.

Quanto as caracteristicas técnicas optimizadas, estas sdao:
1- tipo de manipulag¢do mecdnica e dimens&o das fracgdes de

tecido inicial a wutilizar, 2- presenca ou auséncia de




codgulos de sangue nos vasos umbilicais, 3- a natureza,
acgdo individual ou combinatéria e concentracdo/des da/s
enzima/as a utilizar no passo de digestdo do tecido, 4-
composicdo da solugdo onde é ©processada a digestéo
enzimadtica do tecido, 5- evolugdo do pH ao longo da reacgdo
de digestdo, 6~ periodo/tempo de incubagdo, 7- forma de
agitagao (suave ou vigorosa) durante o periodo de
incubacdo, 8- tipo de ambiente de incubagdo (seco ou

humido), e 9- densidade celular durante a criopreservacéo.

A combinacédo dum processo baseado na criacdo dum
aproveitamento tri-faseado das células dissociadas e na
optimizagcdo dos aspectos técnicos acima mencionados gerou
um método mais consenté&neo com a sua utilizacgdo para fins
de terapia baseada na administragdo de células estaminais,
devido & sua robustez (100% de eficacia) e aos elevados
rendimentos obtidos, em termos de numero de células num
relativamente curto espago de tempo. Para além disso, a
forma de <criopreservagdo foil também optimizada para

maximizar a viabilidade celular para uso futuro.

Com o método agora desenvolvido é possivel obter, em 100%
das amostras processadas, facto sem precedentes no estado
da arte, e em nove dias, apds congelacdo directo duma
fracgcdo das células, e apbdés uma fase de adesdo e
expansdao/multiplicacdo ex vivo (final de PO), da maioria
das mesmas, rendimentos na ordem das 8,6(i0,1)x105
células/grama de corddo umbilical  processado. Este
rendimento representa a possibilidade de obter, a partir de
um corddo umbilical (tendo em média 35cm), um total de
3,0x109 células. Por sua vez, as caracteristicas das
células permitem obter, por exemplo, em 35 dias (final de

P6), uma média de 7,7x10'° células, utilizando um indculo




constante ao longo das 6 passagens de 5,0x10° células/cm?,
a partir de 100% das amcstras de corddo umbilical
processadas. No final, este rendimento representa uma
reducdo de cerca de 20% do tempo necessdrio para obter o
mesmo numero de células com o0s protocolos semelhantes
existentes no estado da arte. De acordo com o descrito
anteriormente, e para atingir numeros préximos das 1,0x10%°
células, utilizando o mesmo indéculo inicial, seriam
necessarios no minimo 80 dias (Harris et al., 2006; Can and

Karahuseyinoglu, 2007).

0 método visa a utilizacdo das células isoladas para varios
fins, sendo o primordial a terapia celular, mas podendo ser
estendido a criacdo de bancos celulares, formas de terapia
genética, composigdes farmacolégicas, composicgdes
cosméticas, producdo de moléculas ou compostos moleculares,
produgdo de camadas de células de suporte para cultura ou
para servir de base para gerar linhas celulares através da

manipulacdo genética das células em questdo.

Assim, as células obtidas através do presente método tém
aplicacbes nas 4areas clinica, farmacéutica, cosmética e da

biotecnologia.

Antecedentes da Invencao

Uma célula precursora (estaminal, germinal, indiferenciada
ou primitiva) é um tipo de célula com capacidade de auto-
renovacdo durante um periodo de tempo significativo e,
sobretudo, com capacidade de diferenciagdo parcial ou
terminal noutro tipo de células, sendo que, a diferenciagéo

parcial origina células com um grau de especializacgdo mais




avangado, ainda com capacidade de diferenciagdo, enquanto
que a diferenciagdo terminal origina células totalmente

especializadas, sem capacidade de diferenciacéo.

Apesar do enorme potencial de diferenciacdo das células
precursoras com origem embriondria, a sua utilizagdo tem
suscitado grande controvérsia com base ndo sé em questdes

éticas graves mas também em questdes de seguranga.

Como tal, a investigacdo nesta &rea tem vindo a analisar a
viabilidade de fontes alternativas ndo embriondrias, como
sejam a medula O&ssea, peridsteo, osso trabecular, tecido
adiposo, regido sinovial, musculo esquelético, dentes
definitivos e epitélio da mucosa olfactiva (Barry and
Murphy, 2004; Roisen et al., 2001). Foi j& demonstrado que
as células isoladas a partir destes tecidos tém capacidade
de diferenciacdo inter alia em condrdécitos, adipédcitos,
osteoblastos, mioblastos, cardiomidcitos, astrécitos e
tendécitos in vitro, tendo j& sido também diferenciadas in
vivo (Carvalhal et al., 2007; Majumdar et al., 1998 e
Pittenger et al., 1999). A estas células precursoras,
isoladas a partir de fontes ndo-embriondrias, e capazes de

se diferenciarem em células de tecidos com natureza ndo-

hematopoiética (outros tecidos que ndo o sanguineo),
derivados das trés camadas germinativas (endoderme,
mesoderme e ectoderme), chamamos de células da 1linhagem

mesenguimal, ou mesenquimatosas.

E na pratica clinica, nomeadamente na colheita, que surgem
as principais limitacodes a utilizacdo das células
precursoras mesenquimatosas. A colheita destas células é
invariavelmente feita através de métodos invasivos para o

dador, normalmente através de procedimentos cirurgicos que,




como por exemplo no caso da colheita de células da medula
6ssea, pode envolver anestesia geral. Para além disso, e
por serem raras, o numero de células obtidas €& na maioria

dos casos limitado.

Como alternativa, os tecidos umbilicais tém sido descritos
como possiveis fontes de células precursoras (Romanov et
al., 2003). © sangue do cordao umbilical, por exemplo, ¢
reconhecidamente uma fonte rica em células precursoras, mas

maioritariamente da linhagem sanguinea (hematopoiética).

Dado que as <células precursoras mesenquimatosas sdo
bastante mais raras no sangue do corddoc umbilical do que as
células hematopoiéticas, tentativas de isolar estas células
a partir deste tecido tém suscitado alguma frustragdo e
mesmo os estudos mais bem sucedidos, com eficacias pouco
acima dos 60%, relativas ao numero total de amostras
testadas, utilizaram quantidades limitativas de sangue.
Ainda assim, a incerteza persistiu quanto a origem destas
células, isto &, se seriam realmente origindrias do sangue
ou de qualgquer outro tecido fetal (Chul-Wan et al., 2003;
Bieback et al., 2004).

Qutros registos descrevem o isolamento de células
precursoras mesenquimatosas, ndo do sangue, mas a partir
dos tecidos constituintes do préprio corddo umbilical,
consideravelmente mais ricos nestas células que o tecido
sanguineo. Alguns exemplos destes procedimentos tém como
base tecidos como a matriz do cordd@o umbilical, ou geleia
de Wharton (Purchio et al., 1998; Mitchell et al., 2003;
Davies et al., 2004; Wang et al., 2006), a veia umbilical
(Romanov et al., 2003; Auger et al., 2005), os tecidos

arteriais (Kadner et al., 2004), ou os tecidos de



revestimento, como seja a membrana amnidética (Phan et al.,

2004) .

Uma observacdo ao pormenor revela que o0s protocolos
descritos sdo, cada um & sua maneira, redutores no que
concerne as caracteristicas das células obtidas e vagos nos
rendimentos conseguidos, perdendo-se sempre diversidade
fenotipica das populagbes resultantes, principalmente
devido ao desnecessario direccionamento para determinados
tecidos constituintes do corddo umbilical, e permanecendo
sempre uma incerteza quanto ao numero concreto de células

que se podem obter a partir dos mesmos.

Adicionalmente, nenhum destes métodos provou até hoje ser
robusto ao ponto de apresentar eficdcias muito elevadas, em
termos de sucesso de isclamento de células a partir das
amostras processadas, condigdoc essencial para aplicacdo em
protocolos clinicos onde, no caso do corddo wumbilical,
existe apenas uma oportunidade para se ser bem sucedido.
Apesar das taxas de sucesso de 1isolamento de células
mesenquimatosas a partir da matriz do corddo umbilical
serem mals elevadas do que a partir do sangue do corddo
umbilical, ou da medula &ssea, ndo existe ainda nenhum
método que defina uma taxa de sucesso especifica, e muito
menos que garanta o isolamento de células com as
caracteristicas e numeros suficientes em 100% das amostras
processadas, caracteristica essencial para aplicagdo na

terapia celular (Deryl e Weiss, 2008).

Além do mais, a desnecessaria introducdo de complexos
passos de remogdo de estruturas, como sejam OS Vasos
umbilicais (Purchio et al., 1998; Mitchell et al., 2003;

Davies et al., 2004; Wang et al., 2006), ou maceragdes



mecdnicas (Seyda et al., 2006), faz com gue os protocolos
existentes sejam de dificil uniformizagdoc e reproducéo,
sendo que a excessiva manipulagdo dos tecidos podera
modificar o fendétipo das células precursoras a isolar,
provocando algum grau de diferenciag¢do indesejavel (Gardner

et al., 2000; Claes et al., 2002; Cullinane et al., 2003).

Assim, e por exemplo, o protocolo da Cell Research
Corporation, que se foca unicamente na membrana amniética,
origina uma cultura de células precursoras ja& direccionadas

apenas para a linhagem endotelial (Phan et al., 2004).

Também limitativos, sdo os protocolos que partem dos
tecidos dos vasos umbilicais, implicando complexas
extracgdes destas estruturas e cingindo-se também a
obtencdo de <culturas com caracter endotelial e sub-
endotelial (Romanov et al., 2003; Auger et al., 2005;
Kadner et al., 2004; Sarugaser et al., 2005).

Finalmente, e ndo menos complexos, sdao os protocolos que se
pretendem reduzir a porgdo de tecido inicial a matriz do
corddo umbilical, ou Geleia de Wharton (Purchio et al.,
1998; Mitchell et al., 2003; Davies et al., 2004; Wang et
al., 2006). As proprias descrigdes publicadas por estes
autores, que definem os seus protocolos como baseados
unicamente na Geleia de Wharton, apresentam incongruéncias,
contribuindo também eles para a falta de definigdo e
critério das metodologias aplicadas. Assim, enquanto que
Purchio et al., 1998; Mitchell et al., 2003; e Wang et al.,
2006, recorrem a uma técnica gue envolve complexas, e
dificilmente reprodutiveis, remog¢des iniciais das artérias

e vela umbilicais, utilizando depois a totalidade do tecido

remanescente, Davies et al., 2004, também removem OS Vasos




umbilicais mas, ao contrario do que descrevem os autores
anteriores, utilizam o tecido que permanece acoplado a
estes como fonte de células precursoras mesengquimatosas. A
discrepdncia de pontos de vista é injustificavel, para além
de que o excesso de manipulacgdo dos tecidos existente em
qualquer destes protocolos deixa antever efeitos
indesejaveis na manutencgdo do fendétipo precursor
pretendido, e consequentemente dificulta em muito a oferta
alargada de servigos de isolamento e criopreservacdo de

células mesenquimatosas a populacdo em geral.

Ao estado da arte falta claramente adicionar um método cujo
protocolo seja simples, robustc e definido, por forma a
poder ser reproduzido com garantias de eficacia e
eficiéncia. A medida que a utilizacdo das células
precursoras mesenguimatosas atinge a sua aplicabilidade na
terapia celular, ¢é preciso garantir ao paciente que o
método utilizado para isolamento das células, que sdo neste
caso o agente terapéutico, seja bem sucedido n&o sé enm
termos de qualidade, mas também em quantidade. Dada a
auséncia de garantias apresentada pelos protocolos
descritos até ac momento no estado da arte, cré-se gue a
presente invengdo venha suprimir a caréncia dum método com

estas caracteristicas.

Descricdao Geral da Invengao

A presente inveng¢do pretende adicionar ao estado da arte um
método de selecgdo para isolamento de células precursoras a
partir do cordao umbilical humano, de caréacter
mesenquimatoso especificado, baseado na seleccgdo de células
através da digestdo especifica do colagénio, material de

suporte da matriz do corddo umbilical (geleia de Wharton).




A libertacdo de células da-se sem qualquer manipulacédo
mecanica do tecido inicial, fazendo com que o fénotipo das
células permaneca inalterado e a viabilidade celular seja
mantida. Entenda-se por “manipulagdo mecénica”, no ambito
desta invencdo, a maceracgdo e/ou esmagamento e/ou remogdo
de estruturas, como sejam os vasos umbilicais, ou qualquer
outro efeito mecanico que possa interferir na estabilidade,
e consequentemente no fendtipc e viabilidade das células
constituintes dos tecidos umbilicais, mais precisamente dos
tecidos constituintes das zonas sub-amnidtica,
intervascular e perivascular, que formam a matriz do cordéo

umbilical (geleia de Wharton).

Para além da auséncia de manipulagdo mecdnica, o
aproveitamento do produto da reacgdo de digestdo, que
promove a dissociagao das células a partir do tecido, em
trés fases independentes do processo de isolamento, e a
optimizacdo de varios outros parémetros técnicos do método
fazem com este seja simples, robusto, 100% eficaz, e
produza elevados rendimentos em termos de numero de células
com relagdo ac tempo despendido. Todas estas
caracteristicas tornam o método passivel de servir de base
para servigos de terapia celular, como seja a
criopreservagdo das células mesenquimatosas resultantes do

isolamento para futuro uso autédlogo.

O resultado da introducdo dum processo de aproveitamento
faseado, reduzindo ao mé&ximo a perda de células ao longo do
processo, e da optimizagao duma série de caracteristicas
técnicas, até agora descritas duma forma indefinida no
estado da arte, foi avaliado a partir dos rendimentos em
termos de nuamero total de células obtidas. Estas
correspondem, na totalidade, a uma porg¢gdo menor congelada

directamente na fase de vapor do azoto liquido, sem passar
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por uma fase de adesdo e expansdo/multiplicacdo, e a
maioria das células, isoladas a partir duma primeira fase
de adesdo, logo apds a digestdo, e duma segunda fase de
adesdo, logo apds a centrifugacdo. Os dois Gltimos grupos
foram assim sujeitos a expansdo/multiplicacdo ex vivo, em
meio de cultura, e contabilizados quando as respectivas
culturas atingiram a confluéncia maxima (100%) no frasco de
cultura de tecidos. Assim sendo, os dois ultimos grupos
foram criopreservados antes de se proceder a qualquer

passagem (P), ou seja, no final de PO.

Entenda-se por passagem (P), no ambito desta invencg¢do, no
reinéculo das células aderentes, apds estas terem atingido
confluéncia maxima durante a fase de adeséo e
expansdo/multiplicacdo precedente, e apds tripsinizacdo
para as libertar da superficie de adesdo, aumentando
simultaneamente a superficie de adesdo e expansdo celular,
assim como do volume total do meio de cultura. Desta forma,
da-se inicio a uma nova fase de adesédo e
expansdao/multiplicacdo, e consequente aumento do nUmero de
células aderentes in vitro. Com um minimo de passagens (P)
fica também garantida a identidade fenotipica das células
isoladas, cuja probabilidade de sofrer alteragcdes aumenta
com o numero de fases de adesdo e expansdo/multiplicacéo.
Considera-se confluéncia maxima ao preenchimento uniforme,
em por uma unica camada de células, de toda a superficie

dos suportes de cultura celular.

0 método de recuperacgao tri-faseado baseia-se na
recuperagdo das células dissociadas a partir de trés
origens independentes e duma forma sequencial ao longo do
processo de isolamento 1- primeira fase: recuperagdo das

células dissociadas que tém a capacidade de aderir a
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superficie do frasco de cultura celular onde é processada a
digestdo, ainda na presenca da solugdo de digestdo, 2-
segunda fase: recuperacao das células dissociadas,
recolhidas a partir do sobrenadante duma centrifugacdo da
solugcdo de digestdo apdés a primeira fase, que tém a
capacidade de aderir a superficie de um frasco de cultura
celular, numa solucdo consistindo de sobrenadante e meic de
cultura 3- terceira fase: recuperacdo das células
dissociadas, recolhidas a partir do sedimento da
centrifugacdo da solucdo de digestdo apdés a primeira fase,
e que sdo congeladas directamente, sem passar por qualquer

fase de adesdc e expansdo/multiplicacdo.

Por sua vez, as caracteristicas técnicas optimizadas foram:

1- Dimensdo das fracg¢bdes de tecido inicial a utilizar na
reaccdo de digestéo, mantendo constante uma relacé&o
proporcional definida, entre a massa de tecido (g), a
superficie do fundo do recipiente onde assenta o tecido
durante a digestdo (cm?), o volume de solucdo de digestéao
(ml), e o) volume total do recipiente (cm?), de
aproximadamente, 1:2:2:37; tendo em consideragcdo que, em
média, uma fracgdo de lcm de corddo umbilical humano pesa
lg. Assim, apd6és retirada a membrana amnidtica, foram
comparados diversos tipos de fraccionamento transversal,
consistindo de cortes num plano perpendicular ao eixo do
cordac umpilical, produzindo um fraccionamento baixo/nulo
(porgdes de 5cm - méximo comprimento processado), um
fraccionamento médio (porgdes de 2,5cm), um fraccionamento
elevado (porcgdes de 0, 3cm), e um fraccionamento
milimétrico, reduzindo a fraccdo de 5cm inicial a porgdes
milimétricas. Todos os fraccionamentos foram executados com

0 auxilio dum bisturi e as amostras processadas de igual
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forma dai por diante. Concluiu-se que um fraccionamento
médio, utilizando fracgdes com 2,5cm de comprimento,

resultou em melhores rendimentos.

2- A presenga ou auséncia de codgulos de sangue dentro dos
vasos umbilicais (1 veilia e 2 artérias): é sabido que a
hemoglobina pode ser tdéxica e assim diminuir a viabilidade
celular das células in vitro. Como tal, avaliaram-se os
rendimentos obtidos através dum método onde os codgulos de
sangue foram eliminados através de cortes longitudinais com
um bisturi, infligidos por forma a causar uma abertura no
vaso respectivo, a partir do qual o coagulo pdbde ser
eliminado. Este procedimento foi comparado com outro onde
0s coagulos permaneceram dentro dos vasos umbilicais,
influenciando assim a viabilidade celular, e quando
aplicado, a actividade enzimatica nos passos subsequentes
do método de isolamento. Conclui-se que o0s coagulos
representavam uma taxa negativo, prejudicando claramente os

rendimentos em termos de numero de células vidveis obtidas.

3- A natureza, concentracdo, e a accgdo individual ou
combinada da/s enzima/as a utilizar no passo de digestdo do
tecido: testou-se a adesdo celular directa a superficie do
frasco de cultura, na presenga de meio de cultura, sem
liberagdo assistida por uma digestdo enzimatica, em
comparacdo com a libertacdo de células a partir da matriz
do corddo umbilical assistida com uma uUnica enzima: 0,0750%
(p/v) de colagenase II ou 2,0% (p/v) de pronase. Dada a
maior eficiéncia da colagenase II, testou-se entdo a acgdo
conjunta da mesma com 0,125% (p/v) de tripsina (na presenga
e auséncia de 0,260mM de Acido etileno-diamino-tetra-
acético - EDTA); a accgdo conjunta de 0,0750% (p/v) de

colagenase IT com 0,5% (p/v) de hialuronidase; e
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finalmente, a acgéo conjunta de 0,0750% (p/v) de
colagenase I1I, 2,0% (p/v) de pronase e 0,5% (p/v) de
hialuronidase. Concluiu-se que a libertacdo assistida de
células através da accdo conjunta de 0,0750% (p/v) de
colagenase II com 0,125% (p/v) de tripsina produz melhores
rendimentos em termos de numero de células obtidas por
massa de tecido e unidade de tempo. Adicionalmente,
variando a concentracdo da colagenase II (0,0375%, 0,0750%,
0,150% - p/v), concluiu-se ainda que a acgdo conjunta
resulta melhor utilizando a colagenase II a uma
concentracdo de 0,075% (p/v), mantendo a tripsina a uma
concentracdo de 0,125% (p/v), na presenca de 0,260mM EDTA,

mantendo constantes as varidveis anteriormente optimizadas.

4- A composicgdo da solugdo onde é processada a reacgdo de
digestdo enzimatica: testaram-se varias composigdes da
solucdo de digestdo, nomeadamente Alpha-Mem, suplementado
com 20% Soro fetal bovino (FBS), e 1% de
penicilina/estreptomicina; solucdo tampdo salina do tipo
Hanks (HBSS), suplementada com 0,26mM EDTA; solugdo tampéo
salina do tipo Hanks (HBSS), suplementada com 5mM CaClj;;
solucdo de Acido 4-(2-Hidroxietil)piperazina-1-
etanosulfdénico (HEPES) 25mM, suplementada com 5mM CaCl,, e
solucdo HEPES 25mM suplementada com 10mM CaCl,. Concluiu-se
que a solucdo tampdo salina do tipo Hanks (HBSS),
suplementada com 0,260mM EDTA produziu os melhores

rendimentos.

5- Monotorizacdo do pH ao longo do processo de digestdo: o
pH foi monotorizado ao longo do processo de digestéo,
verificando-se que, em dgeral, da-se uma acidificagdo do
meio. Em média, e utilizando a combinacdo da colagenase II

a uma concentragdo de 0,075% (p/v), com a tripsina a uma
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concentracdo de 0,125% (p/v), numa solugdo salina do tipo
Hanks (HBSS), suplementada com 0,260mM EDTA, o pH inicial
foi de 7,2, passando para 6,4 apdés 4h de incubacédo, e 5.9
ao final de 16h. A acidificacdo do meio pode explicar a
falta de eficiéncia no isolamento de células vidveis apds
longos periodos de incubagdo (16h) uma vez que, e apesar de
ocorrerem digestdes mais completas, a acidez do meio torna-
se prejudicial para a viabilidade celular. O pH da solucgdo
de digestd&o ¢é uma taxa importante e ndo deve baixar para
valores inferiores a 6,4, com prejuizo na eficiéncia do
método, contabilizado em termos de numeros de células

vidvels isoladas.

6- O periodo/tempo de incubacdo da reacgdo enzimatica de
digestao: testaram-se varios periodos de incubag¢do (2h, 4h,
6h e 16h). Conclui-se que 4h de incubacgdo produziram os

melhores rendimentos.

7-A forma de agitacgdo (suave ou vigorosa) durante o periodo
de incubag¢do da reac¢do enzimdtica de digestdo: a incubagdo
foi feita num banho orbital com uma agitagdo suave ou
vigorosa, consistindo de 100 e 140 oscilag¢des por minuto
(opm), respectivamente. A agitacdo suave, de 100 opm,

produziu melhores rendimentos.

8- O ambiente de incubagcdo da reacgdo enzimatica de
digestdo (seco ou humido): a incubacdo foi feita a 37°C, em
dois ambientes diferentes. Para o efeito foi utilizado um
agitador orbital de imersdo, onde a dispersédo/distribuicéo
de calor foi feita através de agua e ar humido (derivada da
evaporagdo e condensacdo), em comparagdo com uma camara

seca climatizada, onde a dispersdo/distribuigdo de calor
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foi feita através do ar. A incubacdo dentro da cémara seca

climatizada resultou em melhores rendimentos.

9- 0O efeito da densidade <celular na eficiéncia da
criopreservacdo das células apds uma fase de adesdo e
expansdo/multiplicagdo: 1 ml das suspensdes celulares
obtidas no final de PO foram congeladas na fase de vapocr do
azoto 1ligquido a vaArias densidades (células/ml), numa
solucgdo de 10% de Dimetilsulféxido (DMSO) e 90% Soro fetal
bovino (FBS). As viabilidades apdés descongelagdo (% células
viadveis/células totais congeladas em funcdo da densidade de
congelacdo) e a recuperagdo celular (% células viaveis
recuperadas apoés descongelacdo / células viaveis
inicialmente congeladas em funcgao da densidade de
congelacgdo) foram determinadas. Os resultados indicam que
3x10° células/mL é a densidade que oferece maiores
garantias de manutengdo e recuperagdo de celulas viaveis

durante e apds o congelacdo, nas condigdes utilizadas.

Dadas as optimizacdes acima descritas, e duma forma geral,
a invengdo baseia-se num método seleccionado de isolamento
de <células precursoras, a partir do corddo umbilical
humano, onde cada cord&o umbilical é previamente escorrido
de sangue e transportado para o laboratdério em tampéo
salino contendo glucose e antibidticos, sempre em ambiente
estéril, ©preferencialmente a temperatura ambiente se
processado num periodo de 48h. Para periodos de
armazenamento superiores aconselha-se uma temperatura entre

2 e 8°C.

Em seguida, o processamento do corddao umbilical e o

isolamento das células precursoras, ¢ efectuado em camara
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de fluxo laminar vertical, sob condicbées da maxima

esterilidade.

No inicio do processamento, a membrana amnidtica, estrutura
de revestimento do 6rgdo que esteve em contacto com o ar
durante a recolha, e mais susceptivel de ter sofrido
contaminacdo microbiana durante os procedimentos do parto,

¢ retirada e o cord&o é lavado com uma nova solugdo salina.

Duma forma geral, para o isolamento das células pretendidas
parte-se de fracgdes de dimensdo definida, derivada dum
fraccionamento de dimensdo optimizada, gque n&do envolve
manipulacdo mecanica dos tecidos ou extracg¢do de qualquer
estrutura interna do <¢érgdo, mas apenas de codgulos
sanguineos quando estes existem dentro dos vasos
umbilicais.

A libertacdo das células a partir do tecido é promovida por
uma digestdo enzimdtica direccionada a matriz do cordao
umbilical, sendo importante respeitar uma relacgado
proporcional definida, entre a massa de tecido (g), a
superficie do fundo do recipiente onde estd confinado o
tecido durante a digestéo (cmz), o volume de solucgéao
digestdo (ml), e o volume total do recipiente (cnﬁ), de
aproximadamente, 1:2:2:37; tendo em consideragdc que, em

média, uma fraccdo de lcm de corddo umbilical humano pesa

1g.

Para proceder a digestdo enzimadtica wutiliza-se uma
combinacéao especifica de enzimas, a concentracdes
determinadas, numa solug¢do com composicdo definida, e num
tempo de incubacgdo, pH minimo, forma de agitacdo, e tipo de

ambiente de incubacdo igualmente especificados.
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A recuperacdo das células dissociadas do tecido processa-se
duma forma faseada, sendo que primeiro se recuperam as
células que tém a capacidade de aderir a superficie do
frasco de cultura celular onde é processada a digestdo,
ainda na presenca da solucdo de digestdo, durante um
periodo entre os 10 e os 120 minutos, preferencialmente 30
minutos, a temperatura e meio ambiente; numa segunda fase
recuperam-se as células recolhidas a partir do sobrenadante
duma centrifugagdo da solugdo de digestdo apds a primeira
fase, e que tém a capacidade de aderir & superficie de um
frasco de cultura celular, numa solucdo consistindo de
sobrenadante e meio de cultura, num periodo de no minimo
12h, numa incubadora de CO; e a 37°C; e finalmente, numa
terceira fase, recuperam-se as células recolhidas a partir
do sedimento da centrifugagdo da solugdo de digestdo apds a
primeira fase, que sdo congeladas directamente, sem passar

por qualquer fase de adesdo e expansdo/multiplicacdo.

A recuperagdo faseada, assim como todos os outros factores
descritos anteriormente, foram optimizados por forma a
tornar o método 100% eficaz e a maximizar os rendimentos,
em termos de guantidade de células isoladas e
seleccionadas, podendo estas ser identificadas pela
populacdo reunir as seguintes caracteristicas: capacidade
de adesdo e multiplicacgdo numa superficie e meio de cultura
préprio para células mesenquimatosas, onde a maioria das
células expressa os marcadores de superficie celular CD44,
CD73, CD90 e CD105, e onde a maioria das células apresenta
apenas expressdo residual dos marcadores de superficie
celular CD14, CD31, CD34 e <CD45, e onde as células
apresentam capacidade de expansdo que pode atingir os 18

ciclos de expansdo/multiplicagdo, mantendo uma taxa de
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multiplicacdo de aproximadamente 1,7/24h e uma morfologia
fibroblastdéide constantes, e finalmente, onde as células
mantém a capacidade de se diferenciarem parcial ou
terminalmente noutro tipo de células, como  sejam,
comprovadamente, os osteoblastos, e os condrbécitos, e os

adipdécitos, e os cardiomidbécitos, e as células gliais.

Adicionalmente, a presente invencdo contempla também a
optimizagdao da densidade celular (células/vol) na
criopreservagdo das células que passam por uma fase de
adesdo e expansdo/multiplicagdo, <com o ©propdsito de
maximizar a eficiéncia, sendo esta traduzida em numero de

células e sua viabilidade para uso futuro.

Com o método agora desenvolvido é possivel obter, em 100%
das amostras processadas, facto sem precedentes no estado
da arte, e em nove dias, apdés congelagao directo duma
fracgdo das células, e apdés uma fase de adesdo e
expansdo/multiplicagdo ex vivo (final de P0), da maioria
das mesmas, rendimentos na ordem das 8,6(i0,1)x105
células/grama de cordéao umbilical processado. Este
rendimento representa a possibilidade de obter, a partir de
um cordd3oc umbilical (tendo em média 35cm), um total de
3,0x10° células. Por sua vez, as caracteristicas das
células permitem obter, por exemplo, em 35 dias, no final
de P6, uma média de 7,7x10%° células, utilizando um indculo
constante de 5,0x10° células/cm® ao longo das 6 passagens.
No final, este rendimento representa uma redugdo de, no
minimo, 56% do tempo necessario para obter o mesmo numero
de células com os protocolos semelhantes existentes no
estado da arte. De acordo com o descrito anteriormente, e
para atingir numeros préximos das 1,0x10'® células,

utilizando o mesmo indéculo inicial, seriam necessarios no
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minimo 80 dias (Harris et al., 2006; Can and

Karahuseyinoglu, 2007).

O método visa a utilizacgdo das células isoladas para varios
fins, sendo o primordial a terapia celular, mas podendo ser
estendido a criacdo de bancos celulares, formas de terapia
genética, composigdes farmacoldgicas, composigdes
cosméticas, producdo de moléculas ou compostos moleculares,
producdo de camadas de células de suporte para cultura ou
para servir de base para gerar linhas celulares através da

manipulacdo genética das células em questao.

Descrigdo dos desenhos

Figura 1: Conjuntos de células obtidos recorrendo a técnica
de citometria de  fluxo. As células foram  imuno-
identificadas utilizando anticorpos acoplados a um de dois
fluordéforos, PE ou FITC, contra os antigénios CD44 (97% das
células), CD73 (99% das células), CD90 (97% das células) e
CD105 (95% das células), todos marcadores positivos do

estroma mesenquimal.

Figura 2: Conjuntos de células obtidos recorrendo a técnica
de citometria de fluxo. As células foram  imuno-
identificadas utilizando anticorpos acoplados a um de dois
fluordforos, PE ou FITC, contra antigénios que séo
reconhecidamente marcadores negativos para a linhagem
mesenquimal: Ch14, da linhagem monocitica (<1% das
células), <CD34 (1,2% das <células), especifico para a
linhagem hematopoiética; CD31 (1% das células), marcador

endotelial e de algumas subpopulagdes de células da
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linhagem sanguinea, e CD45 (1,1% das células), marcador

panleucocitéario.

Figura 3: O efeito da densidade celular na eficiéncia da
criopreservagdo das células, apdés uma fase de adesdo e
expansao/multiplicacgéo, foi determinado por forma a
optimizar o processo de preservagdo por congelagdo: A -
viabilidade apds descongelacgdo (células vidveis/células
totais x 100%, ambos apds descongelagdao, em fungdo da
densidade de congelacgdo). B - Recuperagdo celular (células
viadvelis recuperadas apds descongelagdo/células viaveis
inicialmente congeladas, em funcdo da densidade de
congelacéo). Os resultados indicam 3x10° células/mL como a
densidade que oferece maiores garantias de manutencdo e
recuperacdo de células viaveis durante e apds o congelagao,
nas condicdes escolhidas, (criotubos estéreis, de 1,5ml,

contendo 1ml de suspensdo celular).

Figura 4: A capacidade de expansdo ex vivo em cultura das
células descongeladas foi controlada e verificou-se que o
factor de multiplicagdo de aproximadamente 1,7/24h, tipico
destas células antes da criopreservagdo, se manteve,
atingindo-se uma confluéncia de 80-90%, 36h apdés o
descongelacdo (mudanca de meio as 24h): A - Células
precursoras 12h apds descongelacgdo, antes das mudanga de

meio. B - Células precursoras 36h apdés descongelagéo

(mudanga de meio feita as 24h). Barras de escala = 100 pm.

Figura 5: Diferenciagdo das células precursoras, isoladas
através do método desenvolvido, em osteoblastos, adipdcitos
e condrécitos. A - Morfologia celular das células controlo
(sem diferenciacdo) em meio de manutencdo e multiplicagéo.

B - Diferenciagdo osteogénica: as células foram inoculadas
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em meio de diferenciag¢do osteogénica, e mantidas durante 3
semanas, ao fim das quais foram realizados ensaios de
coloracéao especifica com Fosfatase alcalina. C -
Diferenciacdo adipogénica: as células foram inoculadas em
meio de manutengdo e multiplicacdao até atingirem uma
confluéncia de 100%. Quando tal aconteceu, o meio foi
mudado para meio de diferenciacdo adipogénica, durante 3
semanas, ao fim das quais foram realizados os ensaios de
coloracdo especifica com Oleo-O-Vermelho. D - Diferenciacéo
condrogénica: as células foram ressuspendidas e mantidas
num tubo cdénico, em meio de diferenciag¢do condrogénica,
durante 4 semanas, ao fim das quais se procedeu ao ensaio

de coloracédo especifica com Azul de Alcian e hematoxilina.

Barras de escala = 100 um.

Figura 6: Diferenciacdo das células precursoras, isoladas
através do método desenvolvido, em cardiomidécitos. A -
Morfologia celular das células controlo (sem diferenciagdo)
em meio de cultura basal Alpha-Mem, suplementado apenas com
10% FBS e 1% de Penicilina/Estreptomicina. B - Morfologia
celular das células apds diferenciagdo cardiomiogénica. C -
Células controlo (sem diferenciacgdo) detectadas através de
imunofluorescéncia. Foi wutilizado um anticorpo primério
contra uma proteina tipica dos tecidos musculares, a
Troponina T cardiaca, especifica dos cardiomidécitos. Para
efeitos de localizacgdo das células em cultura, os nucleos
celulares foram detectados com o fluorocromo DAPI. Na
cultura das células controlo sé6 é possivel detectar os
nicleos corados <com DAPI. D - Células diferenciadas
detectadas através de imunofluorescéncia. Foi utilizado um
anticorpo primario contra uma proteina tipica dos tecidos
musculares, a Troponina T cardiaca, especifica dos

cardiomidécitos. Para efeitos de localizagdo das células em
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cultura, 0s nlcleos celulares foram corados com o©
fluorocromo DAPI. Na cultura das células diferenciadas é
possivel detectar o citoesqueleto das células, corado para

a Troponina T, assim como os nucleos, corados com DAPI.

Figura 7: Diferenciagdo das células precursoras, isoladas
através do método desenvolvido, em células
neuronais/gliais. A - Morfologia <celular das células
controlo (sem diferenciacdo) em meio de cultura basal

Alpha-Mem, suplementado apenas com 10% FBS e 1% de

Penicilina/Estreptomicina. B - Morfologia celular das
células apds diferenciag¢do neuronal/glial. C - Células
controlo (sem diferenciacgao) detectadas através de

imunofluorescéncia. Foi wutilizado um anticorpo primario
contra a B- tubulina III, uma proteina tipica das células
neuronais/gliais. Para efeitos de localizacdo das células
em cultura, os nGcleos celulares foram detectados com o
fluorocromo DAPI. Na cultura das células controlo sé é
possivel detectar os nlcleos corados com DAPI. D - Células
diferenciadas detectadas através de imunofluorescéncia. Foi
utilizado um anticorpo primdrio contra a B - tubulina III,
uma proteina tipica das células neuronais/gliais. Para
efeitos de localizacdo das células em cultura, os nucleos
celulares foram corados com o fluorocromo DAPI. Na cultura
das células diferenciadas é possivel detectar o
citoesqueleto das células, corado para a P- tubulina III,

assim como 0s nucleos, corados com DAPI.

Descrig¢do pormenorizada da invengédo

1. Aspectos prévios: previamente a aplicacgdo do método, o

corddao umbilical, desprovido de placenta, ¢é escorrido de
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sangue e colocado num contentor apropriado, estéril,
devidamente fechado, numa solucéao de transporte,
preferencialmente um tampdoc salino ou meio fisioldgico
similar, como seja uma solucdo salina de Hanks (HBSS),
suplementado com nutrientes e antibidticos, como seja 1g/L
de glucose, 100U/mL de ©penicilina e 100pg/mL  de
estreptomicina, podendo ser utilizado qualquer outro
antibiético similar. Nesta fase podem adicionar-se também

compostos fungicidas.

0 transporte até ao laboratério deve ser feito
preferencialmente & temperatura ambiente, desde que a
amostra seja processada num periodo até 48h. Para periodos
de espera superiores, aconselha-se uma temperatura de

transporte e armazenamento entre os 2 e os 8°C.

0 método deve ser efectuado em ambiente estéril, como seja

em cdmara de fluxo laminar vertical.

2. Teor da invencgdo: método optimizado e definido de
isclamento de células precursoras a partir do cordao

umbilical humano

O corddo ¢é lavado 3 vezes com solucdo tampdo salina de
Hanks (HBSS) e a pelicula exterior (membrana amnidtica)

retirada com o auxilio de uma pincga estéril.

0 corddo € entdo sujeito a um fraccionamento transversal,
com o auxilio dum bisturi, consistindo de cortes num plano
perpendicular ao eixo do corddo umbilical, produzindo
fracgdes de 2,5cm. Tendo em consideragdo que, em média, a
densidade do corddo umbilical é aproximadamente 1g/cm, cada

fracgcdo corresponde a aproximadamente 2,5g de tecido.
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Caso alguma fracgdo de cordido umbilical contenha codgulos
de sangue inseridos, estes sdo eliminados, com o auxilio
dum  bisturi, nos locais onde os coagulos foram

identificados.

Para os passos seguintes, as fracg¢des de 2,5g, agora todas
isentas de coagulos, sdo agrupadas em grupos de 7 e cada

grupo é tratado de forma independente.

As células totais sdo entdo dissociadas, a partir de cada
grupo de 7 fracgdes de tecido do corddo umbilical,
recorrendo a uma digestdo enzimatica, efectuada num
recipiente estéril, selado com tampa estanque, através da

accdo conjunta da colagenase II a uma concentracdoc de

0,075% (peso/volume solugdo de digestédo), com a tripsina a
uma concentracao de 0,125% (peso/volume solucdo de

digestdo), mantendo uma relagdo proporcional definida,
entre a massa de tecido (g), a superficie do fundo do
recipiente onde assenta o tecido durante a digestéo (cm?),
o volume de solugdo digestdo (ml), e o volume total do
recipiente (cm3), de aproximadamente, 1:2:2:37; tendo em
consideracdo que, em média, uma fracg¢do de l1lcm de cordéaoc
umbilical humano pesa 1lg. Mals especificamente, parte-se de
7 fracgdes de corddo umbilical com 2,59 cada (um total
17,5g de tecido), wutilizando um volume de sclucdo de
digestdo de 35ml, num Frasco de cultura de tecidos, com um
volume total interior de 650cm’ (T175s da NUNC). O volume de
ar remanescente apdés a adicdo da solugdo de digestéo
corresponde a 615cm’, menos © volume ocupado pelas 7
fraccdes de tecido. Por sua vez, a solucdo de digestéo
consiste, para além das enzimas, duma solugdo salina tampdo

do tipo Hanks, suplementada com Acido etileno-diamino-
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tetra-acético (EDTA) ; mais  especificamente, 186ug/ml
CaCl,- 2H,0, 400 pg/ml KC1, 60 pg/ml KH,POy, 200 pg/ml
MgSQO,4 - 7H20, 8000png/ml  NaCl, 350pug/ml NaHCO;, 90 pg/ml
NaH,P04-7H,0, 1000 pg/ml glucose, e 76 pg/ml (0,260mM) EDTA.

A reacgdo enzimdtica € entdo incubada por um periodo de
tempo correspondente a 4h, com uma agitagdo de 100

oscilacdes.min™

(opm), sendo estas oscilagdes promovidas
por uma placa oscilatéria, num plano paralelo ao plano da
plataforma da mesma placa, mantendo o frasco de cultura de
células fixado a plataforma da placa oscilatdéria na posicgéo
vertical (tampa para cima), dentro duma cé@mara de ar seco

climatizada, e a uma temperatura constante do ar, dentro da

camara, de 37°C.

A recuperacdo das células dissociadas do tecido processa-se
duma forma faseada, sendo que numa primeira fase, que
ocorre logo apds o periodo de incubagdo da reaccdo de
digestdo, se recuperam as células que tém a capacidade de
aderir a superficie de crescimento de cultura celular,
dentro do frasco onde é processada a digestdo, ainda na
presenca da solucdo de digestdo, com o frasco mantido na
sua posig¢do horizontal, durante um periodo que pode variar
entre 5 a 300 minutos, preferencialmente 30 minutos, a

temperatura e meio ambiente.

Apés 30 minutos, a solucdo de digestdo é colocada num tubo
de centrifuga de 50mL e ¢é centrifugada a 350g, durante

10min, a temperatura ambiente.
Entretanto, decantam-se do frasco onde fol processada a

digestdo quaisquer resquicios de tecido ndo digerido e

adicionam-se ao mesmo 35ml de meio de cultura Alpha MEM com
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desoxirribonucledsidos, ribonucledsidos e glutamina,
suplementado com 10% de Soro fetal bovino (FBS), 100U/mL de
penicilina e 100pug/mL de estreptomicina, por forma a
iniciar uma fase de expansdo/multiplicac¢do das células que
foram capazes de aderir ao suporte de cultura durante os
cerca de 30 minutos de selecgcdc. A cultura celular é
incubada a 37°C numa incubadora com uma atmosfera huUmida,
contendo 7% CO,. As células resultantes desta cultura serdo
0 produto da primeira fase de aproveitamento/selecg¢do, cujo
processo ocorre com mudangas da totalidade do meio em
intervalos de 72h, até a cultura atingir a confluéncia
médxima. FEste periodo pode variar entre 4 a 12 dias. O
frasco de cultura estd agora apetrechado com uma tampa com

filtro, permitindo assim trocas gasosas.

Na segunda fase de aproveitamento/seleccdo recuperam-se as
células a partir do sobrenadante resultante duma
centrifugagdo da soclugdo de digestdo, recolhida por
pipetagem a partir do recipiente de digestdo para um tubo
de centrifuga do tipo Falcon de 50ml, evitando a sucg¢do de
porgdes de tecido remanescentes. Tal como na primeira fase,
as células seleccionadas a partir do sobrenadante tém a
capacidade de aderir a superficie de um frasco de cultura
celular T17s (NUNC) , e entrar numa fase de
expansdo/multiplicacéo, desta feita numa solucéo
consistindo de 35ml de sobrenadante e 35ml de meio Alpha
MEM com desoxirribonucleébsidos, ribonucledsidos e

glutamina, suplementado com 10% de Soro fetal bovino (FBS),

100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina, numa
incubadora a 37°C, com uma atmosfera humida, contendo 7%
CO,. O processo de selecg¢do ocorre também com mudancas da
totalidade do meio em intervalos de 72h, até a cultura

atingir a confluéncia méxima. Tal como anteriormente, este

27




periodo pode variar entre 7 a 12 dias. O frasco desta
cultura estd também apetrechado com uma tampa com filtro,

permitindo assim trocas gasosas.

As populagdes de células obtidas no final da primeira e da
segunda fase de aproveitamento/selecg¢do, que se encontram
no final de um primeiro ciclo de expansdo/multiplicacédo
(final de P0), sd&o criopreservadas a uma densidade de 3x10°
células/mL. Para o efeito, 1ml duma mistura vol/vol de
suspensdo celular em meio de cultura, contendo o numero de
células desejado, e uma solugdo de 10% de Dimetilsulfédxido
(DMSO) e 90% Soro fetal bovino (FBS), é congelado
directamente na fase de vapor do azoto 1liquido, num
criotubo estéril de 1.5mL (TPP contendo 1ml de suspensdo
celular e aproximadamente O,5cm3 de volume de ar

remanescente.

No que diz respeito a terceira e ultima fase de
aproveitamento/selecgéo, esta baseia-se na congelacgéao
directa, sem que as células passem por qualquer fase de
adesdo e expansdo/multiplicacdo, do sedimento celular,
contendo entre 1 e 2x10%° células, resultante da
centrifugacdo da solugdo de digestdo, utilizando um
congelador com controlo de taxa de refrigeracdo, com um
taxa de decréscimo de temperatura de 1°C.min”!, até uma
temperatura final de -80°C, em 2ml duma solucdoc de Soro
fetal bovino (FBS), com 10% Dimetilsulféxido (DMSO), num
criotubo estéril de 2,5mL, contendo 2ml de suspenséo

celular e aproximadamente 0, 5cm® de volume de ar

remanescente.

As células criopreservadas sao recuperadas quando

necessario através de um descongelacdo rédpido, num banho a
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37°¢C, ressuspendidas em meio de cultura previamente
aquecido & mesma temperatura, por forma a que, no total, a

suspensdo celular seja diluida no minimo 1:10.

as novas fases de adesdo e expansdo/multiplicacdo iniciam-
se com uma densidade de indéculo que pode variar entre
5.0x10° células/cm?® e as 2.0x10* células/cm?, com mudang¢as
da totalidade do meio em intervalos de 72h, caso
necessario. As células apresentam tipicamente uma taxa de

multiplicacdo constante de 1,7/24h.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: Optimizacdo do tipo de manipulag¢do mecanica e

dimensdao das porc¢des de tecido inicial a utilizar.

0 tipo de manipulacdo mecdnica e dimensdo das porgdes de
tecido inicial a wutilizar foram optimizados, mantendo
constante uma relacdo proporcional definida entre a massa
de tecido (g), a superficie do fundo do recipiente onde
assenta o tecido durante a digestéo (cm?), o volume de
solucdo digestdo (ml), e o volume total do recipiente (cm®)
de, aproximadamente, 1:2:2:37; tendo em considerac¢dc que,
em média, uma fraccdo de 1lcm de corddo umbilical humano
pesa lg. Assim, apds retirada a membrana amnidtica, foram
comparados diversos tipos de fraccionamento transversal,
consistindo de cortes num plano perpendicular ao eixo do
corddo umbilical, produzindo um fraccionamento baixo/nulo
{porcdes de 5S5cm - maximo comprimento processado), um
fraccionamento médio (por¢des de 2,5cm - madximo comprimento
dividido em dois), um fraccionamento elevado (porgdes de

0,3cm), e um fraccionamento milimétrico, reduzindo a
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fracgdo de 5cm inicial a porgdes milimétricas. Todos os
fraccionamentos foram executados com o auxilio dum bisturi
e as amostras processadas de igual forma dai por diante.
Concluiu-se que a wutilizagcdo de fracgdes com 2,5cm de
comprimento resulta, na maioria dos ensaios, em melhores
rendimentos em termos de numero de células no final de
PO/massa de corddao umbilical/tempo despendido. A Tabela 1

resume qualitativamente os resultados obtidos.

Tabela 1: fracciocnamento

Baixo/nulo (5cm) Médio (2, 5cm) Elevado (0, 3cm) Milimétrico
+ ++ + -
Chave: #++ = Excelente, ++ = muito bom, + = bom, - = sofrivel, -- = mau, 0 = sem sucesso

EXEMPLO 2: Optimizagdo relativa a presenga ou auséncia de
codgulos de sangue dentro dos vasos umbilicais (1 veia e 2

artérias).

E sabido que a hemoglobina pode ser téxica e como tal
diminuir a viabilidade celular das células in vitro. Como
tal, avaliaram-se os rendimentos obtidos através dum método
onde o0s coagulos de sangue foram eliminados com um bisturi.
Este procedimento foi comparado com outro onde os coagulos
permaneceram dentro dos vasos umbilicais, influenciando
assim a viabilidade celular, e quando aplicado, a
actividade enzimdtica nos passos subsequentes do método de
isolamento. Conclui-se que o0s coagulos representavam uma
taxa negativo, prejudicando claramente os rendimentos em
termos de numero de células viaveis obtidas no final de
PO/massa de corddo umbilical/tempo despendido. A Tabela 2

resume qualitativamente os resultados obtidos.

Tabela 2: coagulos
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Presencga Auséncia

- ++

Chave: +++ = Excelente, ++ = muito bom, + = bom, - = sofrivel, -- = mau, 0 = sem sucesso

EXEMPLO 3: Optimizagéo relativa a natureza, acgao
individual ou combinada, e concentracdo/des da/s enzima/as

a utilizar no passo de digestdo do tecido.

Por forma a maximizar os rendimentos em termos de numero de
células isoladas, com as caracteristicas desejadas,
relativamente a forma de promover a dissociacdo das mesmas
a partir do tecido inicial, testou-se a adesdo celular
directa a superficie do frasco de cultura, na presenca de
meio de cultura, sem libertacdo assistida por uma digestéao
enzimdtica, em comparagdao com a libertag¢do de células a
partir da matriz do corddo umbilical assistida com uma
unica enzima: 0,0750% (p/v) de colagenase II ou 2,0% (p/v)
de pronase. Dada a maior eficiéncia da colagenase 11,
testou-se entdo a accgdo conjunta da mesma com 0,125% (p/v)
de tripsina (na presenca e auséncia de 0,260mM Acido
etileno-diamino-tetra-acético - EDTA); a acg¢do conjunta de
0,0750% (p/v) de <colagenase II com 0,5% (p/v) de
hialuronidase; e finalmente, a acg¢do conjunta de 0,0750%
(p/v) de colagenase I1I, 2,0% (p/v) de pronase e 0,5% (p/Vv)
de hialuronidase. Para o efeito, utilizaram-se fraccdes
isoladas de corddo umbilical com 2,5cm, mas mantendo-se
sempre a relacdo proporcional entre a massa de tecido (q),
a superficie do fundo do recipiente onde assenta o tecido
durante a digestdo (cm?®), o volume de solucdo digestédo
(ml), e o volume total do recipiente (cm®) de 1:2:2:37.
Concluiu-se que a liberacgdo assistida de células através da
acgao conjunta de 0,0750% (p/v) de colagenase II com 0,125%

(p/v) de tripsina produz melhores rendimentos em termos de
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numero de células obtidas por massa de tecido e unidade de
tempo. Adicionalmente, variando a concentragao da
colagenase II (0,0375%, 0,0750%, 0,150% - p/v), concluiu-se
ainda que a acg¢do conjunta resulta melhor wutilizando a
colagenase II a uma concentrag¢do de 0,075% (p/v), mantendo
a tripsina a uma concentracdo de 0,125% (p/v), na presencga
de 0,260mM EDTA. A Tabela 3 resume qualitativamente os

resultados obtidos.

Tabela 3: natureza, acgcdo combinada e concentracao
enzimatica.
Pronase Col II Col II Col II
s/enzima
(2,0%) (0,0375%) (0,075%) (0,150%)
s/enzima 0 -— - + -
Tripsina (0,125%) X X + + --
Tripsina (0,125%) +
X X X ++ X
EDTA (0,260mM)
Hialuronidase
X X X + X
(0,5%)
Pronase (2,0%) e
Hialuronidase X X X + X
(0,5%)
Chave: *++ = Excelente, ++ = muito bom, + = bom, - = sofrivel, -- = mau,

0 = sem sucesso, X = ndo testado

EXEMPLO 4: Optimizacdo relativa a composigdo da solugdo

onde é processada a reacgdo de digestdo enzimatica.

Testaram-se vArias composicdes da solugdo de digestéo,
nomeadamente Alpha-Mem, suplementado com 20% Soro fetal
bovino (FBS), e 1% de penicilina/estreptomicina; solucgdo
tampdo salina do tipo Hanks (HBSS), suplementada com Acido
etileno-diamino-tetra-acético (EDTA); mais especificamente,

186pg/ml CaCl,-2H,0, 400 pug/ml KCl, 60 pg/ml KH,PO4s, 200 pg/ml

MgS0O4+ 7H,0, 8000pg/ml  NaCl, 350 pug/ml NaHCO;, 90 pg/ml
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NaH,P04+7H,0, 1000 pg/ml glucose, e 76 pug/ml (0,260mM) EDTA;
a mesma solugdo tampdo salina do tipo Hanks (HBSS), mas
desta feita suplementada com 5mM CaCl,; E solucdo de Acido-
4-(2-Hidroxietil)piperazina-l-etanosulfdénico (HEPES) 25mM
suplementada com 5mM CaCl,. Para o efeito, mantiveram-se
todas as condig¢gdes que melhores resultados deram em
optimizagdes anteriores, utilizando colagenase II a uma
concentracgao de 0,075% (p/v), com tripsina a uma
concentracdo de 0,125% (p/v) como composicdo enzimatica.
Confirmou-se que a solugdo tampdo salina do tipo Hanks
(HBSS), suplementada com 0,260mM EDTA produziu os melhores
rendimentos. A Tabela 4 resume qualitativamente os

resultados obtidos.

Tabela 4: composicdo da solucgdo de digestdo enzimdtica.

Alpha-Mem +

HBSS + HBSS + 25mM HEPES +
20% FBS +
0,26mM EDTA 5mM CaCl, 5mM CaCl,
1% pen/estrep
Col II
(0,075%) +
-- ++ - +
Tripsina
(0,125%)
Chave: +++ = Excelente, ++ = muito bom, + = bom, - = sofrivel, -- = mau,
0 = sem sucesso.
Exemplo 5- Optimizagdo relativa ao periodo/tempo de

incubacdo da reacgdo enzimadtica de digestéao.

Testaram-se vArios periodos de incubacdo (2h, 4h, 6h e
16h). Conclui-se que 4h de incubacdo produziu os melhores
rendimentos, apesar das digestdes mais completas terem
ocorrido as 1loh de incubacdo. A acidificacdo do meio, com
prejuizo na viabilidade celular pode ser uma Jjustificacgéo
para este facto. A Tabela 5 resume qualitativamente os

resultados obtidos.
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Tabela 5: tempo de incubacdo e pH da solucgdo da reaccgdo

enzimatica
2h 4h 6h léh
Col II
(0,075%) +
Tripsina + ++ - +
(0,125%) em (pH 6,9) (pH 6,4) (pH 6,1) (pH 5,9)
HBSS +
0,26mM EDTA
Chave: +++ = Excelente, ++ = muito bom, + = bom, - = sofrivel, -- = mau, 0 = sem sucesso

Exemplo 6: Optimizacdo relativa a forma de agitagdo (suave
ou vigorosa), durante o periodo de incubag¢do, da reacg¢éo

enzimdtica de digestéo.

A incubagdo foil feita num banho orbital com uma agitacéo
suave ou vigorosa, consistindo de 100 e 140 oscilagdes por
minuto (opm), respectivamente. A agitagdo suave, de 100
opm, produziu melhores rendimentos. A Tabela 6 resume

qualitativamente os resultados obtidos.

Tabela 6: agitacgao

100 opm 140 opm
++ +
Chave: +++ = Excelente, #+ = muito bom, + = bom, - = sofrivel, -- = mau, 0 = sem sucesso

Exemplo 7: Optimizagdo relativa ao ambiente de incubacgdo da

reacgdo enzimatica de digestdo (seco ou humido).

A incubacdo foi feita a 37°C, em dois ambientes diferentes.
Para o efeito foi utilizado um agitador orbital de imerséo,
onde a dispersdo/distribuicdo de calor foi feita através de

agua e ar humido (derivada da evaporacdoc e condensacdo), em
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comparagado com uma camara seca climatizada, onde a
dispersdo/distribuicdo de calor foi feita através do ar. A
incubacdo dentro da cémara seca climatizada resultou em
melhores rendimentos. A Tabela 7 resume qualitativamente os

resultados obtidos.

Tabela 7: ambiente de incubacéio

Banho humido Camara seca
++ ++4+
Chave: +++ = Excelente, ++ = muito bom, *+ = bom, - = sofrivel, -- = mau, 0 = sem sucesso

Exemplo 8: optimizagdo relativa ao efeito da densidade
celular na eficiéncia da criopreservacdo de células

sujeitas a adesdo e expansdo/multiplicacgdao

As células foram congeladas no final de Pl na fase de vapor
do azoto liquido, fazendo variar a densidade entre 1x10° e
10x10° células/mL. Foram usados tubos de 1.5mlL (criotubos
estéreis), contendo 0,5ml de suspensdao celular e o mesmo
volume duma solugdo 10% Dimetilsulfdéxido e 90% soro bovino

fetal (FBS)

As células foram criopreservadas desta forma durante um més
{31 dias), altura em que foram descongeladas rapidamente
num banho a 37°C, ressuspendidas em 10ml de meio de cultura
previamente aquecido a 37°C, contadas as células totais e
vidveis e 1inoculadas em frascos de cultura de tecidos
(NUNC), por forma a gue, no total, a suspensdo celular

fosse diluida no minimo 1:10.

Apdés 24h, foi retirada a totalidade do meio e este foi
substituido por meio de cultura fresco. As células foram

entdo mantidas como acima descrito.
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De forma a determinar a densidade de congelacgdo o6ptima, as
viabilidades apds descongelacdo (% células viaveis/células
totais congeladas em fungdo da densidade de congelagdo) e a
recuperacdo celular (% células vidveis recuperadas apds
descongelacdo / células viaveis inicialmente congeladas em
funcdo da densidade de congelagdo) foram determinadas. Os
resultados indicam que 3x10° células/mL é a densidade que
oferece maiores garantias de manutencdo e recuperagdo de
células vidveis durante e apds o congelacdo, nas condigdes
utilizadas (criotubos estéreis, 1.5ml, contendo 1ml de

suspensdao celular e O,5cm3 de ar remanescente).

A capacidade de multiplicagdo ex vivo, em cultura, das
células descongeladas foi controlada e verificou-se que o
factor de multiplicacdo de 1,7/24h, tipico destas células

antes da criopreservagdo, se manteve inalterado (Fig.4).

EXEMPLO 9: Isolamento de células precursoras a partir de

corddes umbilicais humanos, através do método desenvolvido.

Apds consentimento informado por parte das mées e obtida a
autorizacao por parte das Comissdes de Etica das
instituig¢des onde foram efectuados os partos, os corddes
umbilicais foram recolhidos pbds-parto (natural ou
cesariana), separados das respectivas placentas, escorridos
de sangue e colocados em tampdo salino de transporte
(solugédo salina de Hanks: HBSS, Sigma Aldrich),
suplementado com 1g/L de glucose, 100U/mL de penicilina e

100pg/mL de estreptomicina.

O transporte dos corddes até ao laboratério foi efectuado a

temperatura ambiente em recipientes de polipropileno
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estéreis e hermeticamente fechados. A partir dai, o
processamento de cada corddo umbilical, assim como ©
isolamento das células precursoras, foram efectuados de
forma independente, em cdmara de fluxc laminar vertical,

sob condig¢des de esterilidade, 24h apds a recolha.

Cada cordd3o foli lavado 3 vezes com HBSS e a membrana
exterior (membrana amnidtica) retirada com o auxilio de uma

pingca estéril.

Cada corddo foi entdo sujeito a um fraccionamento
transversal, com o auxilio dum bisturi, consistindo de
cortes num plano perpendicular ao eixo do mesmo, produzindo
fracgdes de 2,5cm. Tendo em consideragdo que, em média, a
densidade do cord&o umbilical é aproximadamente 1g/cm, cada

fraccdo correspondeu a aproximadamente 2,5g de tecido.

Os coagulos de sangue presentes em algumas fracg¢des foram
eliminados com o auxilio dum bisturi, nos locais onde foram

identificados.

As fraccgdes de 2,5g, agora isentas de coagulos, foram entao
agrupadas em grupos de 7 e cada grupo foi tratado de forma

independente.

As células foram dissociadas a partir de cada grupo de 7
fracgcdes de tecido do corddo umbilical recorrendo a acg¢ao
conjunta da colagenase II, a uma concentragdao de 0,075%
(peso/volume solucdo de digestdo), com tripsina, a uma
concentracdo de 0,125% (peso/volume solucdo de digestdo),
utilizando um volume de solugcdo de digestdo de 35ml, num
Frasco de cultura de tecidos, com um volume total interior

de 650cm’ (T175 da NUNC). O volume de ar remanescente apds a
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adicdo da solucdo de digestdo corresponde a 615cm®, menos

o volume ocupado pelas 7 fracgdes de tecido, numa solucéao
de digestdo consistindo, para além das enzimas, de 186ug/ml
CaCl,*2H,0, 400 pg/ml KC1, 60 pg/ml KH,POy4, 200 pg/ml
MgSO4- 7H,0, 8000pg/ml  NaCl, 350pug/ml NaHCO3, 90 ug/ml

NaH,P0O4-+7H,0, 1000 pg/ml glucose, e 76ug/ml (0,260mM) EDTA.
A reacgdo enzimdtica foi incubada 4h, com uma agitacdo de
100 oscilag¢des.min™ (opm) , sendo estas oscilacdes
promovidas por uma placa oscilatdéria, num plano paralelo ao
plano da plataforma da placa, mantendo o frasco de cultura
de células fixado a plataforma da mesma na posicdo vertical
(tampa para cima), dentro duma cémara de ar seco

climatizada, e a uma temperatura constante do ar de 37°C.

A recuperacgdo das células dissociadas do tecido processou-
se duma forma faseada, sendo que numa primeira fase, logo
apdés o periodo de incubag¢do da reacgdo de digestdo, se
recuperaram as células com <capacidade de aderir a
superficie de crescimento de cultura celular, dentro do
frasco onde foi processada a digestdo, e ainda na presencga
da solugdo de digestdo. Para o efeito, o frasco foi mantido
na sua posicdo horizontal, durante um periodo de 30
minutos, a temperatura e meio ambiente. Apds esse periodo,
a solugdo de digestdo foi centrifugada a 350g, durante
10min, a temperatura ambiente, num tubo de centrifuga de

50mL (Falcon).

Simultaneamente, decantaram-se os resquicios de tecido néao
digerido do frasco onde foi processada a digestdo e
adicionaram-se ao mesmo 35ml de meio de cultura Alpha MEM
com desoxirribonucledsidos, ribonucledsidos e glutamina,

suplementado com 10% de Soro fetal bovino (FBS), 100U/mL de

penicilina e 100pg/mL de estreptomicina (antibidticos da
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Cambrex), iniciando-se assim uma fase de
expansdo/multiplicagdo das células que foram capazes de
aderir ao suporte de cultura durante 30 minutos de
seleccdo. Esta cultura celular foi incubada com o frasco de
cultura apetrechado com uma tampa com filtro, permitindo
assim trocas gasosas, a 37°C numa incubadora com uma
atmosfera humida, contendo 7% CO,, com uma mudanca da
totalidade do meio em intervalos de 72h, durante 7 dias,

tempo que a cultura levou a atingir a confluéncia maxima.

Na segunda fase de aproveitamento/selecg¢do recuperaram-se
as células a partir do sobrenadante resultante da
centrifugacdo da solugdo de digestéo, recolhida por
pipetagem a partir do recipiente de digestdo para um tubo
de centrifuga de 50ml (Falcon), evitando a sucgdo de
porcgdes de tecido remanescentes. Tal como na primeira fase,
as células foram seleccionadas através da sua capacidade de
aderir e entrar numa fase de expansdo/multiplicacdo, na
superficie de um frasco de cultura celular Ti75 (NUNC),
apetrechado com uma tampa com filtro, permitindo <trocas
gasosas, desta feita numa solug¢do consistindo de 35ml de
sobrenadante e 35ml de meio de Alpha MEM  com
desoxirribonucledésidos, ribonucledbsidos e glutamina,

suplementado com 10% de Soro fetal bovino (FBS), 100U/mL de

penicilina e 100pg/mL de estreptomicina, numa incubadora a
37°C, com uma atmosfera humida, contendo 7% CO;. O processo
de selecgdo ocorreu também com mudancas da totalidade do
meio em intervalos de 72h, durante 7 dias, altura em que a

cultura atingiu a confluéncia méxima.
As populag¢des de células obtidas no final da primeira e da

segunda fases de aproveitamento/selecgdo, foram

criopreservadas a uma densidade de 3x10° células/mL. Para o
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efeito, as respectivas suspensdes celulares, contendo o

numero de células desejado, foram feitas em 500pul de meio
de cultura Alpha MEM com desoxirribonucledbsidos,

ribonucledésidos e glutamina, suplementado com 10% de Soro
fetal bovino (FBS), 100U/mL de penicilina e 100pg/mL de

estreptomicina, e misturadas com o mesmo volume (500ul)
duma solugdo de 10% de Dimetilsulféxido (DMSO) e 90% Soro
fetal bovino (FBS). A mistura foi congelada directamente na
fase de vapor do azoto liquido, num criotubo estéril de
1.5mL (contendo aproximadamente 1lml de suspensédo celular e

aproximadamente 0,5cm’ de volume de ar remanescente.

Na terceira e ultima fase de aproveitamento/selecc¢do, os
sedimentos celulares, resultantes da centrifugagdo da
solucdo de digestdo, contendo entre 1 e 2x10° células,
foram criopreservados directamente utilizando um congelador
com controlo de taxa de refrigerac¢do (Planer), com um taxa
de decréscimo de temperatura de 1°C.min’', até uma
temperatura final de -80°C, em 2ml duma solugdo de Soro
fetal bovino (FBS), com 10% de Dimetilsulféxido (DMSQO), num
criotubo estéril de 2,5mL, contendo 2ml de suspensédo

celular e aproximadamente 0, 5cm’ de volume de ar

remanescente.

As células criopreservadas foram todas recuperadas 31 dias
apds a criopreservacdo das populagdes resultantes das duas
primeiras fases de aproveitamento/seleccdo através duma
descongelagdo rapida, num banho a 37°C, ressuspendidas em
meio de cultura previamente aquecido a mesma temperatura,
por forma a que, no total, a suspensdao celular fosse

diluida no minimo 1:10.

40




Iniciaram-se fases de adesdo e expansdo/multiplicacdo, em
frascos de cultura de tecidos com superficies de 175cm®
(Ti75 da NUNC), com uma densidade de indéculo de 5.0x10°3
células/cm® em todas as passagens (P), com mudancas da
totalidade do meio em intervalos de 72h. As células
apresentaram uma taxa de multiplicagdo constante de 1,7/24h

durante 18 passagens (P).

EXEMPLO 10: Certificagdo do caracter mesenquimatoso das

células precursoras isoladas.

Para além da capacidade de adesdo e multiplicag¢do num meio
de cultura selectivo para células precursoras,
mesenquimatosas, as células isoladas foram caracterizadas,
no final de Pl, recorrendo a técnica de citometria de

fluxo.

Quando as células atingiram uma confluéncia entre 80% e
90%, no final de Pl, o meio de cultura foi aspirado e a
cultura lavada com tampdo fosfato Dulbecco (sem ca®" ou
Mg?*). Adicionou-se, entdo, tripsina-EDTA 0,25% e, assim
que as células se libertaram da superficie, adicionaram-se
2 volumes de meio de cultura. Centrifugou-se a suspensao
celular 10min a 350g, descartou-se o sobrenadante e
ressuspenderam-se as células em solugdo blogueante (0.2%
BSA em dPBS), por forma a que a concentracdo final

estivesse entre 2x10° e 10x10° células/ml.

Apbs um periodo de incubacdo de 10min & temperatura
ambiente, adicionaram-se 100ul da suspensdo celular a cada
tubo j& contendo os anticorpos primadrios conjugados com um
de dois fluoréforos: ficoeritrina (PE) ou fluoresceina

isotiocianato (FITC). A suspensdo celular agitou-se bem e
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incubou-se em gelo, protegida da luz, durante 20-40min. Ao
fim deste periodo, adicionaram-se a cada tubo 1.5ml dPBS,
ressuspendeu-se bem a suspensdo celular e centrifugou-se a
350g durante Smin. Descartou-se o) sobrenadante e
ressuspenderam-se as células em 500ul de paraformaldeido

1%.

A suspensdo foi armazenada a 4°C para posterior utilizagéo.
A citometria de fluxo efectuou-se num FACScalibur da BD
Biosciences detectando-se os antigénios CD44, CD73, CD90 e
CD105 como marcadores positivos do estroma mesenquimal.
Para o efeito utilizaram-se anticorpos primarios conjugados
com FITC ou PE (Fig. 1). Como marcadores negativos,
detectaram-se os antigénios CD14, CD31, <CD34 e CD45,
especificos para as linhagens hematopoiética (CD34),
monocitica (CD1l4), endotelial (CD31l), assim como o marcador
panleucocitario (CD45); todos eles utilizando anticorpos
conjugados com FITC (Fig. 2). Tal como desejado, a grande
maioria das células mesenquimatosas isoladas apresentaram-
se positivas para CD44, CD73, CD90 e CD105 e apenas uma

quantidade residual deu sinal para os marcadores negativos.

EXEMPLO 11: Demonstrac¢do do caracter precursor das células

isoladas: diferenciagdc osteogénica

De acordo com a descricdo pormenorizada da invengdo, as
células precursoras, 1isoladas a partir de fraccgdes de
cordao umbilical humano, demonstraram ter a capacidade de
se diferenciarem em diferentes tipos de células
especializadas. Neste exemplo demonstra-se a capacidade de
diferenciacdo em células constituintes do tecido &ésseo:

osteoblastos.
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As células foram inoculadas a P3, & densidade de 2.0x10°

células/cm?, em meio de diferenciacéo osteogénica,
constituido por «a-MEM com 10% FBS, 10mM f-glicerofosfato,
100U0/ml penicilina, 100pg/ml estreptomicina, 50png/ml
ascorbato-2-fosfato, 100nM dexametasona (Hung et al.,

2002).

O meio foi mudado na totalidade 2 vezes por semana, durante
3 semanas ao fim das quais foram realizados ensaios de
coloragdo especifica com Vermelho de Alizarina e Fosfatase
Alcalina, ambos positivos. No caso da coloragdo com
Vermelho de Alizarina, o meio foi cuidadosamente aspirado
do frasco de cultura de tecidos e as células fixadas com
paraformaldeido 4%, durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

As células foram ent&o lavadas com PBS e incubadas com uma
solucdo corante especifica, Vermelho de Alizarina S, 40mM,
pH 4.2, durante 15min, & temperatura ambiente. A solucgédo de
Vermelho de Alizarina S fol entdo removida e as células

lavadas cuidadosamente com &gua (Kotobuki, et al., 2006).

No caso do teste da Fosfatase Alcalina (Sigma-Aldrich), as
células também foram fixadas com - paraformaldeido 4%,
durante 10min, a temperatura ambiente. Posteriormente,
lavaram-se as células com PBS e cobriram-se com 2.5ml de

uma solug¢do de citrato, incubando-se durante 30 segundos.

A solugdo de citrato foi entdoc removida e as células
lavadas com &agua desionizada (milliQ) e incubadas com uma
solucdo corante especifica, vermelho neutro, durante 2min.
A solugdao de vermelho neutro foi removida e as células

lavadas cuidadosamente com &gqua (Shim, et al., 2004). O
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teste acusou positivo para a diferenciacdo osteogénica

(Fig.b5).

EXEMPLO 12: Demonstracgdo do caracter precursor das células

isoladas: diferenciag¢do adipogénica

Com vista a diferenciacdo das células em adipdcitos, as
células foram inoculadas a P3, & densidade de 2.0x10%
células/cm?, em meio de cultura Alpha MEM com
desoxirribonucledsidos, ribonucledésidos e ultraglutamina,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 100U/mL de
penicilina e 100pg/mL de estreptomicina, e mantidas neste
meio até atingirem uma confluéncia de 100%. Quando tal
aconteceu, o meio foi mudado para meio de diferenciagdo
adipogénica, consistindo de DMEM-LG com 10% FBS, 100U/ml

penicilina, 100pg/ml estreptomicina, 10ug/ml insulina,

200uM indometacina, 0.5mM isobutilmetilxantina, 1puM

dexametasona (Shih et al., 2005).

O meio foi mudado na totalidade 2 vezes por semana, durante
3 semanas, ao fim das quais foram realizados os ensaios de
coloracdo especifica com Oleo-O-Vermelho, confirmando-se
assim a diferenciacdo adipogénica. Para este efeito o meio
foi cuidadosamente aspirado do frasco de cultura de tecidos
(NUNC) e as células fixadas com paraformaldeido 4%, durante
10 minutos a temperatura ambiente. As células foram, entao,
lavadas com PBS e incubadas com uma solucdo de Oleo-0-
Vermelho (2:3) filtrada, durante pelo menos 10 minutos a
temperatura ambiente. A solucdo de Oleo-O-Vermelho foi
entdo removida e as células lavadas cuidadosamente duas
vezes com agqua (Do, et al., 2006). O teste acusou positivo

para a diferenciagao adipogénica (Fig.5).
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EXEMPLO 13: Demonstracdo do caracter precursor das células

isoladas: diferenciacdo condrogénica

Para a diferenciacdo em condrécitos as células foram
ressuspendidas a P3, & densidade de 1.0x10°% células/ml e
colocadas num tubo cénico de 15ml, com vista a formacdo de
condrosferas. O meio de cultura utilizado foi meio de
diferenciacdo condrogénica, consistindo de DMEM-LG com 1%

soro bovino fetal (FBS), 6.25ug/ml insulina, 10ng/ml TGFp1,

50uM ascorbato-2-fosfato (Shih et al., 2005).

O meio foi mudado na totalidade 2 vezes por semana, durante
4 semanas, tendo o cuidado de ndc perturbar as
condrosferas, ao fim das quais se procederam aos ensaios
com um corante especifico, Azul de Alcian, e
hematoxicilina, confirmando-se assim a diferenciacgéo
condrogénica. Para este efeito, o meio foi aspirado do tubo
e as condrosferas lavadas com PBS. As condrosferas foram
imersas em agar e congeladas na fase de vapor do azoto

liquido.

Com o auxilio de um micrétomo, seccionou-se o agar gerando

secgbes de tecido com Sum de espessura. Estas secgdes foram
entdo coradas com uma solugdo 1% do corante especifico Azul
de Alcian, incubadas 5min & temperatura ambiente e lavadas
com PBS. As preparac¢gdes fixadas em laminas de vidro foram
passadas por uma solugdo de hematoxilina e incubadas 5min a
temperatura ambiente. A hematoxilina foi entdo removida
através de uma Uultima lavagem com PBS (Okada, et al.,
2005). O teste acusou positivo para a diferenciacdo

condrogénica (Fig.5).
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EXEMPLO 14: Demonstracdo do caracter precursor das células

isoladas: diferenciagdo cardiomiogénica

A diferenciacdo cardiomiogénica decorreu durante um periodo
de 18 dias, ao longo dos quais se utilizaram diferentes
meios de cultura (Lee et al., 2004). As células foram
inoculadas a uma densidade de 3000 células/cm’ em placas de
imuno-deteccdo de 16 pogos, com revestimento de ornitina,
usando um meio de cultura (Meio 0), constituido pelo meio
basal Alpha-Memn, suplementado 10% FBS e 1% de

Penicilina/Estreptomicina.

24 horas apdés a inoculacdo trocou-se o meio de cultura por
um outro meio (Meio 1), constituido por meio basal DMEM-LG,

suplementado com 10% FBS, 1% Penicilina/Estreptomicina, 2mM

L-glutamina, 10 ng/mL de bFGF e 10 uM de 5-azacitidina.

24 horas apdés inoculacdo no Meio 1, procedeu-se a uma
seqgunda troca de melo, para um meio (Meio 2) constituido
por meio basal, suplementado com 10% FBS, 1%
Penicilina/Estreptomicina, 2mM L-glutamina, e 10 ng/mL de

bFGF.

As células foram mantidas em Meio 2 durante duas semanas,

com mudanca do mesmo em intervalos de 72h.

Em paralelo, foram inoculadas células controlo (sem
diferenciacdo) a densidade 5000 células/cm?, que foram
mantidas em Meio 0. Decorrido o periodo de diferenciacéo,
procedeu-se a um ensaio de imunofluorescéncia utilizando um
anticorpo primdrio contra uma proteina tipica dos tecidos
musculares, a Troponina T cardiaca, especifica dos

cardiomidécitos. Para efeitos de localizacdo das células em
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cultura os nucleos celulares foram detectados com o
fluorocromo DAPI, especifico para os acidos nucleicos. Tal
como esperado, apenas as células que foram sujeitas ao
protocolo de diferenciacéo cardiomiogénica, e que
apresentavam a partida uma morfologia tipica dos
cardiomibécitos (Fig. 6B), produziram sinal de fluorescéncia
na reacgdo com o anticorpo primdrio contra a Troponina T

(Fig. 6D).

EXEMPLO 15: Demonstracdo do cardcter precursor das células

isoladas: diferenciacdo neurogénica/glial

A diferenciagdo neurogénica decorreu durante um periodo de
12 dias, ao longo dos quais se utilizaram diferentes meios

de cultura (Lee et al., 2004).

As células foram inoculadas a uma densidade de 3000
células/cm? em placas de imuno-detec¢do de 16 pogos, com
revestimento de ornitina, usando um meio de cultura (Meio
1), constituido pelo meio basal IMDM suplementado com 10%
FBS, 1% Penicilina/Estreptomicina, 2mM L-glutamina (Sigma),
5 ng/mL de DbFGF; 0,5 uM 4&cido retindéico e 1mM 2-

mercaptoetanol.

3 dias apdés a inoculagdo, o Meio 1 foil substituido por um
outro meio (Meio 2), constituido por meio basal IMDM,
suplementado com 10% FBS, 1% Penicilina/Estreptomicina

(Gibco), 2mM L-glutamina (Sigma), 1 mM adenosina

monofosfato ciclico (cAMP) e 100 pM ascorbato-2-fosfato.
3 dias apds a inoculagdo, o Meio 2 foi substituido por um

outro meio (Meio 3), constituido por meio basal IMDM

(CAmbrex), suplementado com 10% FBS, 1%
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Penicilina/Estreptomicina, 2mM L-glutamina, 1 mM adenosina

monofosfato ciclico (cAMP, Sigma) e 10 uM hidrocortisona.

Finalmente, 3 dias apdés a inoculagdo, o Meio 3 foi
substituido por um outro meio (Meio 4), constituido por
meio basal IMDM (Cambrex), suplementado com 10% FBS, 1%
Penicilina/Estreptomicina, 2mM L-glutamina, 20 ng/mL de

FGF-1, 10 ng/mL de SHH, 10 ng/mL de BDNF, 10 ng/mL de NGF,
25 ng/mL de vitronectina, 100 uM ascorbato-2-fosfato, 100

uM Isobutilmetilxantina, 10 uM forscolina e 20nM PMA.

Em paralelo, foram inoculadas células controlo (sem
diferenciacdo) a densidade 5000 células/cmz, que foram
mantidas em Meio O (ver protocolo de diferenciacgao
cardiomiogénica). Decorrido o periodo de diferenciagdao,
procedeu-se a um ensaio de imunofluorescéncia utilizando um
anticorpo primario contra a f-Tubulina, tipo IIT,
especifica das células neuronais. Para efeitos de
localizacdo das células em cultura os nucleos celulares
foram detectados com o fluorocromo DAPI, especifico para os
dcidos nucleicos. Tal como esperado, apenas as células que
foram sujeitas ao protocolo de diferenciacéo
neurogénica/glial, e que apresentavam a partida uma
morfologia tipica das células gliais (Fig. 7B), produziram

sinal de fluorescéncia na reacgdo com o anticorpo primério

contra a PB-Tubulina III (Fig. 7D).
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REIVINDICACOES

Método de selecgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical
humano, 100% eficaz em termos de numero de amostras
processadas, com rendimentos superiores ao
anteriormente descrito no estado da arte em termos de
nimero de células isoladas, rentdvel em termos de custo
em relacdo ao tempo, consequentemente com aplicacgao
industrial mais vantajosa, caracterizado por

compreender, sequencialmente:

a) Um passo de recolha onde o corddo umbilical
humano ¢é escorrido de sangue e transportado
para o laboratdério a seco, num recipiente
estéril hermeticamente fechado, ou
preferencialmente numa solugédo 186pg/ml
CaCl,-2H,0, 400pg /ml KC1l, 60pg/ml KH,POq,

200pg/ml MgSO4-7H20, 8000ug/ml NaCl, 350ug/ml

NaHCOs, 90ug/ml NaH,PO4 - 7H,0, 2000ug/ml
glucose, e 1% duma mistura equimolar de

penicilina e estreptomicina, em ambiente
estéril, preferencialmente a temperatura
ambiente, se processado num periodo até 72h,
ou a uma temperatura entre os 2 e os 8°C,
preferencialmente 4°C, se processado num

pericdo entre as 48 e as 144h.

b) Trés passos de lavagem do cordédo umbilical
com uma solugdo 186pg/ml CaCl,-2H,0, 400ug
/ml KC1l, 60pg/ml KHyPO4, 200pg/ml MgSO4- 7H,0,

8000pg/ml  NaCl, 350ug/ml NaHCO;, 90ug/ml
NaH2904 : 7H20,




Um passo de eliminag¢do da pelicula exterior
(membrana amnidética) com o auxilio de uma

pinga estéril,

Um passo de fraccionamento transversal do
corddo umbilical em relagcdo ao seu eixo
longitudinal, consistindo de cortes
produzidos com o auxilio dum Dbisturi,
produzindo fracgdes com 2,5cnm de

comprimento,

Um passo de eliminagdoc de coadgulos de sangue
nas fraccgbes resultantes de a), através de
incisdes provocadas por um Dbisturi, nos
locais onde os codgulos foram identificados,
e a partir das quais o0s coagulos sdo

eliminados,

Um passo de agrupamento das fracgdes
resultantes de e) em grupos de 7, em que
cada grupo é processado de forma

independente nos passos seguintes,

Um passo de dissociacdo das células a partir
de cada grupo de 7 fracgdes de tecido,
resultante de f), efectuada num recipiente
estéril, selado com tampa estanque, numa
solugcdo de digestdo com um pH controlado,
através da accdo conjunta da colagenase 11,
a uma concentracdo de 0,075% (peso/volume
solugdo de digestdo), com a tripsina, a uma

concentracdo de 0,125% (peso/volume solucgdo




de digestéo), mantendo uma relacgao
proporcional entre a massa de tecido, a Aarea
da superficie do fundo do recipiente onde
assenta o tecido durante a digestdo, o
volume de solugdo digestdo, e o volume total
do recipiente, de aproximadamente 1:2:2:37,
e onde o recipiente é incubado durante um
periodo de tempo, em condicdes de
temperatura, forma de dispersdo de calor,
humidade no ar, e agitacdo definidas; mais
especificamente, partindo de 7 fracg¢des de
corddo umbilical, desprovidas de coagulos de
sangue, com aproximadamente 2,59 cada,
utilizando um volume de solugdo de digestédo
de 35ml, num frasco de cultura de tecidos
fechado com tampa sem filtro, como seja um
Ti75, com um volume total interior de 650cm?®,
com um volume de ar remanescente apds a
adicdo da solucgdo de digestdo correspondente
a 615cm®, menos o volume ocupado pelas 7
fracgdes de tecido, e onde a solucdo de
digestdo consiste, para além das enzimas, de
186pg/ml  CaCl,-2H,0, 400pg/ml KCl, 60pg/ml
KH,PO4, 200pg/ml MgSO4-7H,0, 8000pg/ml NaCl,
350pug/ml NaHCOs3, 90pg/ml NaH,P0O4 - 7TH,0,
1000ug/ml glucose, e 76ug/ml (0,260mM) EDTA,

mantendo-se um pH superior ou igual a 6,4, e
onde a reaccdo enzimadtica é entdo incubada
por um periodo de tempo correspondente a 4h,
a uma temperatura constante de 37°C, dentro
duma cédmara de ar seco climatizada, e com
uma agitac¢do constante de 100 oscilagdes.min”

1 (opm) .




Um primeiro passo de recuperagdo das células
dissociadas a partir do tecido em gqg),
consistindo duma incubacao estatica,
horizontal, do frasco de cultura de tecidos
onde ¢é processada a digestdo, durante um
periodo que pode variar entre 5 e 300
minutos, preferencialmente de 30 minutos, a
temperatura e meio ambiente; duma
pipetagem, evitando a sucgdo de resquicios
de tecido ndo digerido, da solugdo de
digestdo para um tubo de centrifuga de 50mL;
duma decantacdo dos resquicios de tecido néo
digerido; duma adigdo de 3bml de meio de
cultura basal, ao frasco onde foi processada
a digestao, suplementado com
desoxirribonucledsidos, ribonucledsidos,
glutamina, antibidéticos e 10% de Soro Fetal
Bovino (FBS); da substituigdo da tampa
estanque do frasco por uma com filtro; duma
incubacdo a 37°C, numa incubadora com uma
atmosfera humida, contendo 7% CO,; e de
mudancas da totalidade do meio de cultura em
intervalos de 72h, por forma a promover uma
fase de expansdo/multiplicagdo das células
que foram capazes de aderir ao suporte de
cultura durante a incubagdo horizontal, até

a cultura atingir a confluéncia maxima.

Um segundo passo de recuperacdo das células
dissociadas a partir do tecido em g),
consistindo duma centrifugacdo do tubo de

centrifuga de 50mL onde em h) foi decantada




a solucdo de digestao, a 350g, durante
10min, & temperatura ambiente; da pipetagem
de 35ml1 do sobrenadante resultante da
centrifugagdc para um frasco de cultura de
tecidos, como seja um Ti75, apetrechado com
tampa com filtro; da adicdo de 35ml de meio
de cultura basal, suplementado com
desoxirribonucledsidos, ribonucledsidos,
glutamina, antibidticos e 10% de Soro Fetal
Bovino; duma incubacdo a 37°C numa incubadora
com uma atmosfera humida, contendo 7% CO;;
com mudancas da totalidade do meio de
cultura em intervalos de 72h, por forma a
promover uma fase de expansdo/multiplicacao
das células que sdo capazes de aderir ao
suporte de cultura, até a cultura atingir a

confluéncia maxima.

Um terceiro passo de recuperacdo das células

dissociadas a partir do tecido em g),

consistindo da congelacgao directa do
sedimento celular resultante da
centrifugacgéo da solugéao de digestéo
realizada em i), utilizando um congelador

com controlo da velocidade de congelacéo,
com uma taxa de decréscimo de temperatura de

! até uma temperatura final de -80°C,

1°C.min"
em 2ml duma solugdo de Soro Fetal Bovino
(FBS), com 10% Dimetilsulfdédxido (DMSO), num
criotubo estéril de 2,5mL, contendo, no
final, 2ml de suspensao celular e
aproximadamente 0,5cm® de volume de ar

remanescente.




k) Um passo de criopreservagdo das populacgdes
de células, origindrias de h) e i), apds as
respectivas culturas celulares atingirem
confluéncias maximas, derivadas a adesdo e
expansdo/multiplicacéo das células
dissociadas na reacgdo de digestdo efectuada
em g), consistindo da congelag¢do directa, na
fase de vapor do azoto liquido, duma mistura
de 0,5ml de suspensdo celular, contendo o
numero de células desejado, e o mesmo volume
duma solugdo de 10% Dimetilsulfdéxido (DMSO)
e 90% Soro Fetal Bovino (FBS), por forma a
que no final a densidade da mistura
corresponda a aproximadamente 3x10°
células/ml, num criotubo estéril de 1.5mlL,
contendo, no final, 1lml de suspensdo celular
e aproximadamente 0,5cm® de volume de ar

remanescente.

2- Método de selecgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do cord&o umbilical humano, de
acordo com a reivindicac¢do 1, caracterizado por originar uma
populacdo de células onde a maioria tem a capacidade de
adesdo e multiplicacdo numa superficie e meio de cultura
adequados para células do tipo mesenquimatoso, onde a maioria
das células expressa os marcadores de superficie celular
Cph44, CD73, CD90 e CD105, e onde a maioria das células
apresenta apenas expressdao residual dos marcadores de
superficie celular CD14, CD31, CD34 e CD45, e onde as células
apresentam capacidade de expansdo que pode ir até 18 fases de

adesdo e expansdo/multiplicagcdo, mantendo uma taxa de




multiplicagdo constante de aproximadamente 1,7/24h, mantendo
uma morfologia fibroblastdide constante, e onde as células
mantém a capacidade de diferenciag¢do parcial ou terminal em
osteoblastos, condrécitos, adipdcitos, cardiomidbcitos, e

células gliais.

3- Método de seleccdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com as reivindicagbes 1 e 2, caracterizado por
permitir obter, em 9 dias, no final da primeira fase de
adeséo e expansdo/multiplicacgéo (PO), aproximadamente

8,6(i0,1)x105 células por grama de corddo umbilical.

4- Método de seleccdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com as reivindicacdes anteriores, caracterizado por
permitir obter, em 35 dias, um total de aproximadamente
7,7x10° células, utilizando inéculos iniciais constantes em

todas as passagens (P) de 5,Ox103 células/cm?.

5- Método de seleccgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do cordao umbilical humano, de
acordo com as reivindicacdes anteriores, caracterizado por
permitir obter, em 65 dias, um total de aproximadamente
2,1x10Y células, utilizando inéculos iniciais constantes em

todas as passagens (P) de 2,0x104 células/cm?.

6- Método de selecgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de

acordo com as reivindicag¢des anteriores, caracterizado por
7




ser aplicdvel a protocolos de terapia celular, como sejam,
mas ndo limitados a, protocolos onde a células sao
administradas no paciente directamente apdés o isclamento, com
ou sem criopreservagdo intermédia, com ou sem expansdao
intermédia, por via sistémica ou localizada, como seja uma
administracgdo intravenosa, injecgdo local, ou puncdo lombar,
sem que as células sejam sujeitas a qualquer diferenciacédo

prévia a sua administrag¢do no paciente.

7- Método de selecgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por se recorrer a
uma accdo terapéutica das células derivada da sua actividade
adjuvante da multiplicacgdo e diferenciagdo de outras células
existentes no organismo, como sejam, mas ndo limitadas a,
células precursoras ou estaminais em geral, células
estaminais do tipo embrionario, células da linhagem
hematopoiética, e células estaminais precursoras dos gametas

adultos.

8- Método de seleccdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com a reivindicacdao 6, caracterizado por se recorrer a
uma accdo terapéutica das células derivada a capacidade das
mesmas modularem o funcionamento do sistema imunitario, como
seja através da sintese de moléculas, tais como, mas né&o
limitadas a, citocinas e factores estimulantes da formacao de

coldénias de macrédfagos.

9- Utilizagdo de peptidases de origem estritamente vegetal,

de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizada por se
8




recorrer a uma acc¢do terapéutica das células derivada & sua
capacidade de, uma vez dentro do organismo, migrar e/ou
aderir a areas patologicamente afectadas, como sejam, mas ndo

limitadas a, onde exista crescimento tumoral.

10- Método de seleccgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com a reivindicagcdo 9, caracterizado pelas células
servirem de veiculo para administragdo local de uma molécula
ou um composto molecular, seja esta molécula, ou composto,
natural ou sintético, como seja, mas ndo limitado a, uma
proteina, um péptido, uma pequena molécula orgénica, um
oligossacarido, um polissacdrido, um proteoglicano, um
lipido, ou qualquer combinagcdo das anteriores, desde que com

actividade terapéutica.

11 - Método de seleccdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com as reivindicag¢des 1 a 5, caracterizado por ser
aplicdvel a protocolos de terapia celular, como sejam, mas
ndo limitados a, protocolos onde as células sdo administradas
no paciente, com ou sem criopreservagdc intermédia, com ou
sem adesdo e expansdo/multiplicag¢do intermédia, por via
sistémica ou localizada, como seja uma administracéao
intravenosa, injeccéo local ou pungdo lombar, apds
diferenciacdo induzida in vitro em qualguer outro tipo de
células do corpo humano, percursoras ou terminalmente
diferenciadas em células especializadas, como sejam, para
além dos osteoblastos, condrécitos, adipécitos,
cardiomidécitos, e células gliais; células de muasculo liso,
células de musculo esquelético, tendcitos, fibroblastos,

células dos foliculos capilares, células das glandulas
9




enddécrinas e células de linhagem neural para além das células
gliais, incluindo células neuro-precursoras e células do
sistema nervoso, como neurdénios, oligodendrécitos e
astrécitos, células constituintes do epitélio conjuntivo, do
epitélio da pele, do epitélio da cbérnea, do epitélio da
retina, do epitélio do figado, do epitélio do rim, do
epitélio do péncreas, do epitélio do intestino delgado, do
epitélio do intestino grosso, do epitélio da bexiga e do
epitélio uterino, do epitélio da faringe e do epitélio da

laringe.

12- Método de seleccgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com as reivindicacdes 6 a 11, caracterizado por ser
aplicavel a protocolos de terapia celular onde as células,
com ou sem criopreservagdo intermédia, com ou sem expansdo
intermédia, com ou sem diferenciacdo intermédia, sdo
administradas de uma forma autdéloga ou de uma forma

alogénica.

13- Método de seleccgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com as reivindicag¢des 1 a 5, caracterizado por pelo
desenvolvimento de uma composic¢do farmacoldédgica contendo as
células, integras, sob a forma de extracto ou separadas em

componentes.

14- Método de selecgdo, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do corddo umbilical humano, de
acordo com as reivindicag¢bes 1 a 5, caracterizado pela

utilizacdo das células, integras, sob forma de extractos ou
10



em componentes, para a produgdo de superficies e/ou camadas

e/ou suportes para culturas de células de mamifero.

15- Método de selecgao, simplificado e optimizado, para
isolamento de células a partir do cord&o umbilical humano, de
acordc com as reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pela
manipulagdo genética das células com vista a alterar o seu
fénotipo, como seja a sua capacidade de adesdo, e/ou
expansdo/multiplicagdo, e/ou diferenciagcdo, como o fim de,

mas ndo limitado a, desenvolver linhas celulares.

Lisboa, 28 de Julho de 2008
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