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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para: “METODOS
PARA COLETA E DE USO DE CELULAS-TRONCO DE SANGUE DE CORDAO
UMBILICAL DE PLACENTA”

Esse pedido reivindica o beneficio do pedido
provisdério norte-americano de numero 60/799.734, depositado
em 11 de maio de 2006. A revelacdo do pedido provisério
anteriormente mencionado é aqui incorporada por referéncia
em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere a um método eficiente
para a coleta de células-tronco do sangue de cordéo
umbilical de placenta e a métodos para utilizacdo das
células-tronco coletadas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

1. Campo da Invencédo

A presente invencdo se refere a coleta de células-
tronco a partir da placenta, detalhando um novo método, o
qual é clinicamente factivel, conveniente e altamente
eficiente. Particularmente, a presente invencdo descreve
uma nova descoberta, de que células sanguineas residuais de
corddo umbilical de placenta recolhidas através de maquina
de perfusdo pulsatil estdo mais enriquecidas com fendtipos
de células-tronco hematopoiéticas primitivas, comparadas

aquelas que sdo recolhidas a partir de retirada por



10

15

20

agulha/seringa convencional ou coleta por drenagem
gravitacional e permite que células do sangue de cordao
umbilical sejam  usadas para finalidades medicinais
regenerativas. O aumento no numero de células-tronco
obtidas a partir de uma uUnica placenta usando o método
descrito também pode aperfeicgoar os resultados de
transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas e
evita o uso de enxertos duplos ou triplos de sangue de
corddo umbilical a partir de diferentes doadores, a fim de
compensar a insuficiéncia de células-tronco a partir de
enxerto de um unico doador.
2. Descricgdo da Técnica Anterior
Método de «coleta de sangue de cordido wumbilical e
transplante de sangue de corddo umbilical em adultos.
Células umbilicais de CB (CB = sangue de cordao
umbilical) s&o uma fonte promissora de HSC (HSC = células-
tronco hematopoiéticas) para realizar transplante alogénico
de HSC para malignidades hematoldégicas e sindrome de
faléncia de medula 6ssea (Kurtzberg et al., 1996; Wagner et
al., 1996; Gluckman et al., 1997; Rubinstein et al., 1998).
Vantagens significativas incluem um rédpido acesso a células
CB, que estejam armazenadas em bancos de CB nacionais e a
aceitacdo da ndo compatibilidade de enxertos relaciocnada a

antigenos de leucdécitos humanos 1-2, devido a severa e rara
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doencga de enxerto contra o hospedeiro (GVHD), comparado aos
enxertos de doadores independentes compativeis (Barker et
al., 2002). Células CB permitem que os pacientes escolham o
transplante alogénico como uma opc¢do curativa para
malignidades hematolégicas, quando, de outra maneira,
nenhum doador compativel adequado estiver disponivel,
particularmente entre pacientes em grupos minoritarios. A
pesar das vantagens acima, a aplicacdo de CB é limitada em
adultos, devido aos numeros insuficientes de células,
incluindo células CD34+ e progenitoras. Transplante de CB
usando baixos niveis de contagens de células nucleadas
totais conduz a demoras significativas de enxertamento pds-
transplante de neutrdéfilos e plaquetas ou a falhas de
enxertamento (Wagner et al., 2002; Laughlin et al., 2004).
Procedimentos conhecidos para a coleta de CB incluem a
drenagem do sangue por gravidade a partir da placenta
parida, e a drenagem do sangue por pun¢do venosa em bolsas
ou seringas de coleta.

Uma vez que suprimentos de CB sdo escassos O
suficiente para serem usados somente uma vez ou, mais
recentemente, usando suprimentos de CB duplos a partir de
dois doadores ndo idénticos, transplantes de CB em adultos
tém sido realizados, geralmente, sob uma base de pesquisa

clinica somente quando doadores independentes aptos néo
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estiverem disponiveis. Na préatica, uma recuperagdo de
somente 20 - 40 mL n&o é incomum e essas células CB,
portanto, ndo s&o sequer usadas ou armazenadas (Lasky et
al., 2002; George et al., 2006). Em tais casos, uma
quantidade significativa de células CB ndo coletadas ainda
permanece na placenta e sdo descartadas, uma vez que néo
existe qualquer método suplementar padronizado, que possa
capta-las depois da coleta inicial para suplementé&-la. Para
expandir o conjunto de doadores do futuro banco de CB, é
importante investigar métodos de coleta de CB
aperfeicoados, incluindo como coletar as células CB
residuais que sdo deixadas depois da coleta convencional de
CB (Harris et al., 1994). De maneira mais importante, a
disponibilidade de um aumento na quantidade de células CB a
partir da mesma placenta pode permitir o armazenamento de
uma quantidade de células CB suficiente para mualtiplas
aplicag¢des, incluindo cdépia ou engenharia de enxerto, tal
como uma expansao ex vivo e imunoterapia adotiva.
Conhecimento corrente em plasticidade de HSC e regeneragao
de tecidos.

Durante a década passada, muitos tipos de células-
tronco, que possuem a capacidade de se replicar, auto-
renovar e se diferenciar, tém sido identificadas em seres

humanos. Células-tronco totipotentes sdo capazes de formar
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qualquer tipo de célula do corpo, e essas células estao
dentro do embrido precoce e sdo as assim chamadas células
ES humanas. Células-tronco pluripotentes sdo capazes de se
desenvolver em endoderma, mesoderma ou ectoderma. Células-
tronco especificas de tecido sdo encarregadas de produzir
somente certos  tecidos. Por exemplo, células~-tronco
hematopoiéticas (HSC) sao responsaveis por todos os tipos
de células do sangue, mas ndo sdo responsaveis por nenhum
outro tipo de tecido, e sua presenca continuada em um
adulto permite uma capacidade de reparo. Entretanto, os
investigadores tém constatado que células como HSC adultas,
que foram consideradas como sendo responsaveis pela
producdo de diferentes tipos de <células progenitoras
hematopoiéticas, ainda deram origem a células de diferentes
tecidos ou o6rgdos, tais como células neurais ou células
musculares.

Estudos de pesquisa sobre transdiferenciacdo de HSC
adultas continuam a ser controversos e investigac¢des de
pesquisa ativas estdo em andamento. Ao contrdrio, inuUmeros
casos clinicos relataram evidéncia de geragcdo de células
nao hematopoiéticas depois de transplante de BM ou de
transplante cardiaco. Um estudo retrospectivo para procurar
por transdiferenciacdo de BM no cérebro depois de

transplante de BM mostrou evidéncia de neuropoiese,
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deteccdo de astrécitos e microglias em um ajuste de longo
prazo sem fusdo celular (Cogle et al., 2004). Outros
relatos observaram a deteccdo de células de doador em
osteoblastos, hepatécitos, epitélios de trato gastro-
intestinal (GI), estroma depois de transplante de BM;
queratinécitos / hepatécitos / trato GI / epitélios de pele
depois de transplante de células-tronco do sangue
periférico; e cardiomidcitos com e sem endotélio depois de
transplante cardiaco com uma ampla gama de quantidades
percentuais encontrada (Hruban et al., 1993; Theise et al.,
2000; Korbling et al., 2002; Muller et al., 2002; Okamoto
et al., 2002; Quaini et al., 2002).
Células do sangue de corddo umbilical como uma fonte de
células-tronco adultas

Embora células ES humanas possam ser diferenciadas e
expandidas in vitro, para produzir diferentes tipos de
progenitores, sua aplicacdo em pacientes ¢é atualmente
impedida por multiplas questdes éticas. Além disso, a
questdo da pureza de células progenitoras derivadas de
células-tronco embriondrias tem gque ser resolvida. Ao
contrario, constatou-se que populagdes de células-tronco
adultas, derivadas a partir de tecidos hematopoiéticos,
incluindo medula éssea e células CB umbilicais, sao capazes

de diferenciacdo em ectoderma ou endoderma quando da



10

15

20

exposigdo a estimulos adequados (Eglitis e Mezey, 1997;
Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000; Sanchez-Ramos
et al., 2001; Chen et al., 2005). Em particular, células-
tronco derivadas de CB tém vantagens adicionais comparadas
as outras fontes, uma vez que elas s&o coletadas a partir
da placenta que ¢é normalmente descartada, portanto, néao
exigindo qualquer dano ao tecido hospedeiro quando da
coleta das células. Comparado as células BM, as CB tem
ontogenia primitiva com status imune nativo e comprimento
de teldmero relativamente ndo encurtado.

Dentre os debates a respeito de, se células-tronco
somaticas verdadeiramente pluripotentes existem, células
derivadas a partir do CB e da placenta tém sido
progressivamente focalizados como contendo propriedades
interessantes para potencial exploracéao clinica.
Recentemente, demonstrou-se que CB contém uma populacdo de
células heterogénea, e, ¢é reconhecido como uma fonte de
células-tronco pluripotentes (Goodwin et al., 2001;
Sanchez-Ramos et al., 2001; Bicknese et al., 2002; Sanchez-
Ramos, 2002; Zigova et al., 2002). Outros relataram que
populacdo de células aderentes isoladas a partir de uma
cultura em suspensdo de uma semana de duragdo de células de
CB, depois de deplecdo de células positivas de linhagem,

demosntraram expressar evidéncia imuno-histoquimica de
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caracteristicas ectodérmicas e endodérmicas (McGuckin et
al., 2004). Existe uma série de relatos de transplantes de
CB bem sucedidos em <criangas sofrendo do disturbio
neurodegenerativo de leucodistrofia de Krabbe

(Escolar et al., 2005).

O presente inventor teorizou gque essas caracteristicas
Uunicas encontradas em células-tronco de CB podem ser,
partindo de um conceito emergente recentemente publicado,
de que a placenta gestacional pode ser um nicho
hematopoiético durante o desenvolvimento embrionario (Gekas
et al., 2005; Ottersbach e Dzierzak, 2005). E uma simples
suposigdo de que uma placenta de longo prazo também pode
conter células-tronco primitivas restantes aderentes ao
nicho wvascular, ou possivelmente devido ao estresse
associado <com o “nascimento”, pode haver um numero
aumentado de células-tronco em circulagdo que sejam
liberadas a partir do BM ou figado fetal, as quais tenham
migrado para o nicho da placenta. Portanto, o presente
inventor teorizou que células CB derivadas de placenta,
obtidas por esta inovacdo, podem conter mais células-tronco
primitivas (células similares a célula ES), deixadas como
células-tronco restantes, depositadas em um nicho de leito

vascular de placenta, desde a embriogénese.
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Isolamento e selegdo de células CB primitivas incluindo
células similares a célula ES e HSC primitivas

Para identificar marcadores de células-tronco comuns
usando anélise por comparacdo de padrdes de expressdo de
gene a partir de células-tronco embrionarias,
hematopoiéticas e neurais, somente um gene foi identificado
(provavelmente, devido a dificuldades técnicas) (Fortunel
et al., 2003). Portanto, para identificar e selecionar
células-tronco podem ser necessdrios varios marcadores para
isolar essas células. Uma das caracteristicas que podem ser
usadas para distinguir células-tronco é a auséncia de
marcadores de diferenciag&o. Essa abordagem tem sido usada
amplamente no campo de HSC para realizar o enriquecimento
de células-tronco a serem empregadas em terapia. Essa
caracteristica “Linhagem negativa (Lin-)” é uma propriedade
comum de muitas populag¢des de células-tronco (Cai et al.,
2004b). Para enriquecimento adicional da populacdo de
células-tronco a partir de células CB de Lin-, relatou-se
que o marcador de CD133+ demonstrou um elevado potencial de
proliferagdo sobre a estimulacdo de fator de crescimento
(Forraz et al., 2004). Outros relataram que o subconjunto
CD133+/CD34- poderia representar células-tronco mais
primitivas, j& que elas ndo produzem células formadoras de

colénia (CFC) em metilcelulose, mas exibiram a mais elevada
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frequéncia de células de repopulacdo de SCID (Kuci et al.,
2003) . Marcadores de células-tronco embrionadrias, tais como
antigeno embriondrio especifico quanto ao estagio (SSEA)-3,
SSEA-4, TRA-1-60 e TRA-1-81 sdo expressos somente em
células ES, que tenham sido amplamente usadas na
caracterizagdo de célula-tronco pluripotente e anticorpos
compativeis para andlise FACS (os quais estédo
comercialmente disponiveis). Mais recentemente, Kucia et
al. descreveram uma populacdo de células-tronco chamada de
“células-tronco similares a embriondrias muito pequenas
(VSEL) ”, que portam o fendétipo Lin-/CD45-
/CXCR4+/CD133+/CD34+ (Kucia et al., 2006). Essas células
eram também positivas para fatores de transcricao
embriondrios Oct-4 e Nanog.

Alternativamente, o método wusando a presenca de
marcadores metabdlicos gerais também tem sido usado para
identificar e isolar células-tronco. Um dos marcadores
metabdlicos que tem sido descrito, é o) aldeido
desidrogenase (ALDH) (Takebe et al., 2001). O substrato
fluorescente de ALDH, Aldefluor (StemCell), tem sido usado
para demonstrar a atividade de ALDH aumentada em células-
tronco neurais (Cal et al., 2004b; Corti et al., 2006) e
HSC (Storms et al., 1999). Esse método de marcacdo vivo,

ndo toéxico, pode ser usado para identificar outras
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populagdes de células-tronco (Cai et al., 2004a). Além
disso, a assimilagdo de rodamina e marcagdo com corante
Hoechst tém sido usadas para selecionar populacdes de
células-tronco a partir de BM, CB, mesenquimais, misculo e
de cérebro adulto (Kim et al., 2002; Bhattacharya et al.,
2003; Migishima et al., Parmar et al., 2003). A populacio
lateral (SP), que é demonstrada por baixa assimilacdo de
corante Hoechst 33342, representa a mais elevada capacidade
de auto-renovacdo e de pluripoténcia. A assimilacdo de
corante Hoechst é regulada por um transportador de membrana
ABCGZ2 e a populagdo SP é definida como a expressao de
proteina ABCG2 (Zhou et al., 2001; Scharenberg et al.,
2002) . Proteina ABCG2 ¢é também expressa de maneira
especifica em células-tronco neurais e diminui em
expressdo, quando células de precursor se diferenciam (Cai
et al., 2002).
Evidéncia de transdiferenciag¢io de células ectodérmicas a
partir de linhagem de células hematopoiéticas humanas.
Existem relatos crescentes de progenitores derivados
de estroma de BM que se diferenciam em células neurais,
desde que essas células foram relatadas pela primeira vez a
mostrarem diferenciacdo em misculo, glia e hepatdcitos em
camundongos (Azizi et al., 1998; Ferrari et al., 1998;

Petersen et al., 1999). Evidéncia in vitro de inducdes de
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proteinas especificas para neurdénios, tais como nastina,
proteina nuclear especificas para neurdnio (neuN) e
proteina fibrilar acida glial (GFAP) em células derivadas a
partir de células estromais BM de roedores e seres humanos
foram relatadas depois de estimulacdo com acido retindide,
fator de crescimento epidérmico (EGF) ou fator neurotrdédfico
derivado do cérebro (BDNF) (Sanchez-Ramos et al., 2000).
Dentre progenitores hematopoiéticos ndo mesenquimais,
varios relatos mostraram que células mononucleares CB
humanas, incluindo células CD133+ separadas, foram
induzidas a expressar marcadores neuronais e gliais in
vitro, tais como beta-tubulina III e GFAP, depois de
exposigdo a fator de crescimento de fibroblasto Dbéasico
(bFGF) e hEGF, e também Musashi-1l depois de exposicdo a
acido retindico e a fator de crescimento de nervo (NGF)
(Sanchez-Ramos et al., 2001; Bicknese et al., 2002).
Evidéncia de transdiferenciagdo endodérmica a partir de
linhagem de células hematopoiética.

Previamente, pensava-se que hepatdcitos eram
transformados a partir de células BM infundidas em um
modelo de camundongo (Lagasse et al., 2000), mas constatou-
se que isto era causado por fusdo celular naquele modelo de
regeneracdo de figado particular (Wang et al., 2003b).

Outros também constataram que células mielomonociticas, a
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partir de fonte de BM HSC, foram a fonte principal de
parceiros de fusdo de hepatdécitos (Camargo et al., 2004).
Células CB isoladas a partir de um procedimento de deplecdo
de células positivas de linhagem seguido por uma semana de
cultivo em suspensdo formaram uma populagcdo de células
aderentes, que foram constatadas a expressar marcadores
para células hepdticas depois de incubacdo adicional com
meio de crescimento de hepatdécito (McGuckin et al., 2005).
Evidéncia in vivo de desenvolvimento de células similares a
hepatdécitos no figado tratado com CCls, em camundongos
imuno-deficientes depois de transplante de CB CD34+.CD38-
CD7 foi relatada (Wang et al., 2003a), e mals recentemente
em um modelo de ndo lesdo usando ovelha fetal, hepatdcitos
humanos foram gerados através de reconstituigcdo de BM de
ovelha fetal por HSC humanas, incluindo CD34+/Lin-, CD34-
/Lin-, CD34+/Lin-/CD38-, CD34-/Lin-/CD38-, CD34+/Lin-
/CD133+, CD34+/Lin-/CD133- derivadas a partir de BM, de
sangue periférico ou de CB (Almeira-Porada et al., 2004).

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere a um método inovador de
coleta de células-tronco derivadas de sangue de cordao
umbilical (CB) a partir de uma placenta. Em uma modalidade
da inveng¢do, a perfusdo da placenta pode ser realizada por

perfusdo de placenta com maquina pulsatil (PMPP). PMPP pode
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ser combinada com qualquer complemento de um método de
coleta convencional, usualmente puncdo venosa (aspiracgdo de
vasculatura de corddo umbilical com uma agulha e seringa)
ou drenagem por gravidade, ou nenhuma coleta prévia. PMPP
pode ser realizada com um anticoagulante contendo solugédo
de perfusdo do érgdo para remover por jateamento as células
do sangue de corddo umbilical e, subsequentemente, coletar
o perfusado contendo células-tronco resultantes. Esse
método ndo exige qualquer preparagdo ou 1injegdo de
anticoagulantes na placenta depois do parto para prevenir a
coagulacdo. A placenta isolada pode ser resfriada, por
exemplo, por colocagdo em gelo, antes da perfusao. Se a
perfusdo for realizada dentro de uma hora do isolamento da
placenta, esta ndo necessita ser resfriada antes da
perfusdo. O método presentemente descrito ainda pode ser
realizado se a placenta for preparada ou injetada com um
anticoagulante antes de realizar a perfusdo. Se as células
do sangue de corddo umbilical forem primeiramente coletadas
usando-se métodos convencionais, as células do sangue de
corddo umbilical residuais obtidas com PMPP podem ser
adicionadas a esta colecdo inicial. As células do sangue de
corddo umbilical obtidas por PMPP também podem ser
armazenadas como células de cdpia ou armazenadas para

finalidades de futura engenharia de enxerto de células e de
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medicina regenerativa. A conveniéncia de ndo se necessitar
de remocgdo imediata de células-tronco do sangue de corddo
umbilical a partir da placenta e a capacidade de despacha-
la diretamente sobre gelo somente, sem quailsquer
preparac¢des adicionais, para uma instalacdo central, torna
esse método potencialmente atraente a ser incorporado ao
sistema de bancos de células de sangue de corddo umbilical
atualmente estabelecidos.

Uma modalidade compreende um método de coleta de
células~-tronco de sangue de corddo umbilical a partir de
uma placenta de mamifero isolada ndo exsanguinada ou
parcialmente exsanguinada.

Outras modalidades podem compreender a realizagdo de
perfusao de placenta em uma placenta de mamifero com uma
solugdo de perfusdo, por exemplo, pelo menos um primeiro
volume de solugdo de perfusdo, para produzir um perfusado
compreendendo células-tronco de sangue de corddo umbilical;
coleta do perfusado compreendendo células-tronco de sangue
de corddo umbilical; e isolamento de células-tronco de
sangue de corddo umbilical a partir do perfusado para
produzir células-tronco de sangue de corddo wumbilical
isoladas. A perfusao pode compreender perfusao com um ou
mais volumes de solucdo de perfusdo, por exemplo, desde 1 a

3 volumes de solugdo de perfusdo.
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Em algumas modalidades, a perfusdo compreende submeter
a placenta de mamifero ndo exsanguinada ou parcialmente
exsanguinada a um escoamento mediado por pressdo de solucgdo
de perfusdo. Em certas modalidades, escoamento mediado por
pressao de solucdao de perfusdo compreende um escoamento
pulsatil de solucgdo de perfusdo. Em algumas modalidades, o
escoamento mediado por pressdo de solugdo de perfusao
compreende um ou mais de um escoamento mediado por pressao
positiva de solugdo de perfusdo ou de um escoamento mediado
por pressao negativa de solucdo de perfusio.

Em algumas modalidades, o método compreende submeter a
placenta de mamifero ndo exsanguinada ou parcialmente
exsanguinada a um escoamento mediado por pressdo de
perfusado, por exemplo, via perfusdo pulsatil, na qual a
perfusdo é realizada sob condigdes suficientes para obter
uma placenta de mamifero substancialmente livre de células-
tronco do sangue de corddo umbilical. Em outras
modalidades, a perfusdo da placenta é realizada usando-se
uma bomba peristdltica.

De maneira geral, o método envolve o isolamento de
células-tronco presentes no sangue de corddao umbilical de
uma placenta isolada. As células-tronco isoladas podem
compreender células-tronco similares a <células-tronco

embrionadrias (ES), células-tronco hematopoiéticas, células-
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tronco mesenquimais ou combina¢des destas. Outras células
de corddo umbilical, que podem ser obtidas por esse método,
incluem células T, mondcitos, células dendriticas e células
B.

Em outras modalidades, o método pode compreender
adicionalmente: antes de se realizar a perfusdo, isolar uma
placenta de mamifero a partir de um doador mamifero para
obter uma placenta de mamifero isolada; e resfriar a
placenta de mamifero isolada, para obter uma placenta de
mamifero resfriada.

Em varias modalidades, a placenta isolada é resfriada
ou mantida sobre gelo depois da aquisigdo, e antes da
perfusdo. Em algumas modalidades, a placenta isolada
resfriada é mantida em uma temperatura variando desde cerca
de > 0°C a cerca de 6°C, ou desde cerca de 1°C a cerca de
4°C, contanto que ndo se permita que a placenta congele,
antes de se realizar a perfusdo. Em outras modalidades, a
placenta é mantida em uma temperatura variando desde cerca
de 4°C a cerca de 10°C durante quatro horas, antes de se
realizar a perfusdo. Em uma modalidade, a placenta é
mantida a 4°C, antes de se realizar a perfusdo. Em certas
modalidades, a placenta resfriada isolada é mantida durante
um periodo de tempo de até cerca de 40 horas, depois da

aquisigcdo e antes da perfuséao.
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Em algumas modalidades, 0o método ndo exige a
administragdo ou injecdo de um anticoagulante na placenta
antes da perfusdo. Em uma modalidade, ndo se administra ou
se injeta na placenta um anticoagulante antes da perfusao.

Em algumas modalidades, a solugcdao de perfusado
compreende uma solu¢do Belzer fisiologicamente compativel
(uso ndo humano de RPMI ou IMDM). Em outras modalidades, a
solugdo de perfusado compreende um anticoagulante. Em
certas modalidades, a solugdo de perfusado compreende um
anticoagulante selecionado a partir de heparina, creatina
fosfato dextrose (CPDA) ou qualquer combinacdo de dois ou
mais destes.

Em algumas modalidades, a placenta ¢é parcialmente
exsanguinada antes de se realizar a perfusdoc da placenta.
Em geral, o) sangue de corddao umbilical pode ser
exsanguinado a partir da placenta usando-se métodos padréo,
tais como pungdo venosa (por exemplo, por agulha e seringa)
ou drenagem por gravidade (por exemplo, por agulha e
bolsa) .

Geralmente, células-tronco podem ser isocladas a partir
do sangue do corddo umbilical exsanguinado a partir da
placenta por tais métodos padrdo. Em algumas modalidades da
invenc&o, células-tronco isoladas a partir da placenta

exsanguinada usando-se métodos padrdo podem ser combinadas
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com células-tronco 1isoladas wusando-se os métodos de
perfusdo da invengdo. Em algumas modalidades, as células-
tronco combinadas a partir de ambos os métodos podem ser
usadas para derivar ontogenia de células-tronco adicionais.

Em uma modalidade, a placenta ¢é perfundida via
artérias umbilicais e via umbilical. Em algumas
modalidades, a placenta é perfundida e o sangue de cordao
umbilical é removido, compreendendo células-tronco viaveis,
até «cerca de 40 horas depois do parto. Em certas
modalidades, a placenta é perfundida, e o sangue de cord&o
umbilical é removido, compreendendo células-tronco viaveis,
entre cerca de 6 horas e cerca de 40 horas depois do parto.

Em algumas modalidades, a PMPP da placenta fixada é&
realizada em um ajuste de pulso de cerca de 15 a 60
batimentos/min. Em certas modalidades, a PMPP da placenta
fixada é realizada em uma pressdo sistdlica variando desde
15 a 70 mmHg. Ainda em outras modalidades, a PMPP da
placenta fixada é realizada durante um tempo variando desde
5 minutos a 90 minutos, durante cujo tempo o sangue do
corddo umbilical ¢é removido a partir da placenta. Em
algumas modalidades, a PMPP da placenta fixada é realizada
durante um tempo variando desde 15 minutos a 35 minutos. Em
outras modalidades, a PMPP da placenta fixada € realizada

durante um tempo variando desde 20 minutos a 30 minutos. Em
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mais modalidades, a PMPP da placenta fixada é realizada
durante um periodo de tempo minimo selecionado a partir de
pelo menos 10 minutos, pelo menos 15 minutos, pelo menos 20
minutos, pelo menos 25 minutos, pelo menos 30 minutos, pelo
menos 40 minutos, pelo menos 50 minutos e pelo menos 60
minutos, sendo que o tempo de perfusido maximo ndo é maior
do que 90 minutos para o periodo de tempc minimo
selecionado.

Em certas modalidades, os fendétipos de células-tronco
hematopoiéticas primitivas isoladas compreendem uma ou mais
de células CD34+/CD38-, células CD133+, células
CD133+/CD34+, células CD133+/CD34-, células CD117+, células
CD90+, células CD59+, células Thyl+, células Lin-, células
CXCR4+, células ALDH™, células de populacdo lateral (SP),
células SSEA-3+, células SSEA-4+, células TRA-1-60, células
TRA-1-81 ou combinacdes destas. Em outras modalidades, as
células-tronco isoladas compreendem fendtipos de células-
tronco hematopoiéticas primitivas, que podem se diferenciar
em células diferentes de células CD34+/CD38-~, células
CD133+, células CD133+/CD34+ ou células CD133+ / CD34-.

Em uma modalidade, um método de coleta de células-
tronco do sangue de corddo umbilical é descrito, o qual
pode compreender ou consistir em fornecimento de uma

placenta de mamifero ndo exsanguinada ou parcialmente
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exsanguinada, compreendendo sangue de corddo umbilical
compreendendo célula-tronco de sangue de corddo umbilical;
perfusdao da placenta de mamifero n&o exsanguinada ou
parcialmente exsanguinada com um escoamento mediado por
pressao de wuma solugdo de perfusdo, para produzir um
perfusado compreendendo sangue de cordado umbilical,
compreendendo células-tronco de sangue de corddo umbilical;
coleta do perfusado; e isolamento das células-tronco do
sangue de cordao wumbilical do perfusado, para produzir
células-tronco de sangue de corddo umbilical isoladas. As
células-tronco de sangue de corddo umbilical isoladas podem
ser criopreservadas.

Em outra modalidade, um método de coleta de células-
tronco do sangue de corddo umbilical ¢é descrito, o qual
pode compreender ou consistir em fornecimento de uma
placenta de mamifero ndo exsanguinada isolada compreendendo
sangue de corddo umbilical compreendendo células-tronco de
sangue de corddo umbilical; exsanguinando-se parcialmente a
placenta de mamifero ndo exsanguinada isolada, para obter
uma placenta parcialmente exsanguinada e um volume de
sangue de corddo umbilical compreendendo células-tronco de
sangue de corddo umbilical; perfusdo da placenta de
mamifero parcialmente exsanguinada com um escoamento

mediado por pressdo de uma solugdo de perfusdo, para
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produzir um perfusado compreendendo sangue de cordé&o
umbilical compreendendo células-tronco de sangue de corddo
umbilical; coleta do perfusado; e isolamento das células-
tronco de sangue de corddo umbilical do volume de sangue de
corddo umbilical e do perfusado, para produzir células-
tronco do sangue de corddo umbilical isoladas. As células-
tronco do sangue de corddo umbilical isoladas podem ser
criopreservadas.

Em algumas modalidades, o perfusado de PMPP mais
aspiracdo de sangue de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical com um método de exsanguinacdo
convencional, tal como com agulha e seringa, resulta em um
aumento de cerca de 1,5 vezes da contagem de células
mononucleares totais obtidas a partir de uma placenta,
comparada a aspiragdo de sangue de corddo umbilical a
partir da vasculatura umbilical com uma agulha e seringa
isoladamente. Uma recuperacado de células totais comparavel
€ possivel se a placenta ndo for exsanguinada antes de se
realizar o método de perfusdo da invengéo.

Em uma modalidade, o perfusado de PMPP mais a
aspiracdo de sangue de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical com um método de exsanguinacéo
convencional, tal como com agulha e seringa, resulta em um

aumento de percentagem de 5,5 vezes de células CD34+



10

15

20

23

obtidas, comparada a aspiragdo de sangue de cordao
umbilical a partir da vasculatura umbilical com uma agulha
e seringa isoladamente. Uma recuperacdo de células totais
comparavel é possivel se a placenta ndo for exsanguinada
antes de se realizar o método de perfusdo da invengdo.

Em outra modalidade, o perfusado de PMPP mais a
aspiragdo de sangue de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical com um método de exsanguinacédo
convencional, tal como com agulha e seringa, resulta em um
aumento de cerca de 4,9 vezes de células CD34+ totais
obtidas, comparada & aspiracdo de sangue de cordéao
umbilical a partir da vasculatura umbilical com uma agulha
e seringa isoladamente. Uma recuperacdo de células totais
comparavel ¢é possivel se a placenta ndo for exsanguinada
antes de se realizar o método de perfusdo da invengdo.

Ainda em outra modalidade, o perfusado de PMPP mais a
aspiracdo de sanque de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical com um método de exsanguinagao
convencional, tal como com agulha e seringa, resulta em uma
percentagem de populacdo de células CD34+/CD38- obtidas
aumentada em cerca de 14,8 vezes, comparada a aspiragdao de
sangue de <corddao umbilical a partir da vasculatura
umbilical com agulha e seringa isoladamente. Uma

recuperacdo de células totais comparavel é possivel se a
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placenta ndo for exsanguinada antes de se realizar o método
de perfusédo da invencao.

Ainda em outra modalidade, o perfusado de PMPP mais a
aspiracdo de sangue de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical com um método de exsanguinacao
convencional, tal como uma agulha e seringa, resulta em
cerca de 11 vezes mais células CD34+/CD38- sendo coletadas,
comparado a aspiracdo de sangue de corddo umbilical a
partir da vasculatura umbilical com agulha e seringa
isoladamente. Uma recuperacdc de células totais comparavel
€ possivel se a placenta ndo for exsanguinada antes de se
realizar o método de perfusédo da invencéao.

Em uma modalidade adicional, na qual o perfusado de
PMPP mais a aspiragdo de sangue de corddo umbilical a
partir das vasculatura umbilical com um método de
exsanguinag¢do convencional, tal como uma agulha e seringa,
resulta em uma percentagem cerca de 5 vazes enriquecida de
células CD133+ obtidas , comparada a aspiracdo de sangue de
corddo umbilical a partir da vasculatura umbilical com
agulha e seringa isoladamente. Uma recuperagao de células
totais comparavel é possivel se a placenta néao for
exsanguinada antes de se realizar o método de perfusdao da

invencéo.
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Ainda em outra modalidade, o perfusado de PMPP mais a
aspiragdo de sangue de cordido umbilical a partir da
vasculatura com um método de exsanguinacdo convencional,
tal como com agulha e seringa, resulta em populacdo de
células CD133+ cerca de 7 vezes mais elevada, comparada a
aspiragdo de sangue de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical com agulha e seringa isoladamente.
Uma recuperacgdao de células totais compardvel é possivel se
a placenta ndo for exsanguinada antes de se realizar o
método de perfusdo da invencéo.

Em outras modalidades, as células-tronco do sangue de
corddo umbilical podem ser criopreservadas.

Em algumas modalidades, a invencdo descrita inclui um
método para o tratamento de um mamifero que necessite de
reconstrugao hematopoiética, compreendendo (a) o isolamento
de células-tronco hematopoiéticas derivadas do sangue de
cordao umbilical de placenta, de acordo com um método aqui
descrito e (b) o cultivo 1in vitro das células-tronco
hematopoiéticas isoladas de acordo com um método aqui
descrito, por meio do que se produz células-tronco de
progenia. Em certas modalidades, essas células-tronco de
progenia podem ser usadas imediatamente ou armazenadas, por
exemplo, por criopreservagdo, para uso futuro, tal como em

uma unidade para a entrega a um paciente que delas
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necessite. Em outras modalidades, o método pode compreender
adicionalmente (c) a introducdo no mamifero de uma
composicdo compreendendo uma quantidade terapeuticamente
eficaz das células-tronco de progenia, por meio do qué a
reconstituigdo hematopoiética ¢é efetuada. Em algumas
modalidades, o mamifero é escolhido a partir de um ser
humano ou de um primata, por exemplo, tal como um babuino
ou outros primatas.

Em outras modalidades, a invencdo descrita inclui um
método para o tratamento de um mamifero que necessite de
reconstituicéo hematopoiética, compreendendo (a) o
isolamento de células-tronco hematopoiéticas derivadas a
partir de sangue de corddo umbilical de placenta de acordo
com um método aqui descrito e (b) a introducdo no mamifero
de uma composicgao compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz das células-tronco hematopoiéticas
isoladas, por meio do qué a reconstituicdo hematopoiética é
efetuada. Em algumas modalidades, o mamifero é escolhido a
partir de um ser humano ou de um primata, por exemplo, tais
como um babuino ou outros primatas.

Em modalidades adicionais, o método para o tratamento
de um mamifero que necessite de reconstituicgéao
hematopoiética pode compreender adicionalmente a

criopreservacdo das células-tronco isoladas, antes que
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elas, ou suas células de progenia derivadas, sejam
introduzidas em um mamifero que delas necessite. Em
modalidades adicionais, as células-tronco isoladas, ou suas
células de progenia derivadas, que sdo introduzidas em um
mamifero que delas necessita, podem ser alogénicas,
autdlogas ou uma combinacdo destas, em relacdo ao mamifero
que recebe as células. Em certas modalidades, as células-
tronco isoladas a partir de mais do uma placenta podem ser
reunidas em conjunto para uso no tratamento de um mamifero
que delas necessite. Em outras modalidades, a progenia
derivada a partir de células-tronco isoladas de uma
placenta isolada podem ser reunidas em conjunto com
progenia derivada a partir de wuma ou mais placentas
isoladas adicionais para uso no tratamento de um mamifero
que delas necessite.

Em algumas modalidades, o método para tratamento de um
mamifero que necessite de reconstituicdo hematopoiética
envolve um mamifero que tenha anemia apléasica, uma
malignidade hematopoiética, uma doenca auto-imune, um
disturbio genético, uma imuno-deficiéncia, um tumor sélido
maligno ou uma combinacdo destes.

Em certas modalidades, o mamifero que necessite de
reconstituicgéao hematopoiética tem uma malignidade

hematopoiética selecionada a partir de leucemia, linfoma,
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mieloma multiplo, sindrome mielodispléasica. Em outras
modalidades, o mamifero gque necessite de reconstituicéo
hematopoiética tem uma imunodeficiéncia resultando de
irradiagdo, quimioterapia, infeccdo por um microorganismo
patogénico ou uma combinacdo destes.

Em wuma modalidade, a invencdo descrita inclui um
método para a regeneragdo de tecido lesionado em um
mamifero que dela necessite, compreendendo: (a) o cultivo
in vitro das células-tronco de sangue de corddo umbilical
isoladas, de acordo com a reivindicacdo 1, por meio do qué
se produz células diferenciadas ou células-tronco
expandidas; e (b) a introducéo no mamifero,
intravenosamente ou por injegdo direta no dérgdo alvo, de
uma composicado compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz das células diferenciadas ou
células-tronco expandidas, por meio do qué a regeneracdo de
tecidos ¢é efetuada. Em outra modalidade, um método ¢é
descrito para a regeneracdo de tecido lesionado em um
mamifero que dela necessite, compreendendo a introdugdo no
mamifero, intravenosamente ou por injeg¢do direta no &érgao
alvo, de uma composigdo compreendendo uma dguantidade
terapeuticamente eficaz das células-tronco de cordéo
umbilical isoladas de acordo com a reivindicag¢dao 1, por

meio do qué a regeneracdo de tecido é efetuada.
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Em outras modalidades, um método é descrito para a
regeneragdo de tecido lesionado em um mamifero que dela
necessite, sendo que o tecido compreende um ou mais de
tecido cardiaco, tecido de musculo, tecido de figado, pele,
tecido neural, tecido 6sseo, epitélios, estroma ou
endotélio.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Na descricdo detalhada da invencdo apresentada abaixo,
referéncia é feita aos desenhos anexos, nos quais:

Figura 1. Perfusdo de placenta por maquina pulséatil
(PMPP) permite aumento de 1,5 vezes da contagem de células
mononucleares totais por placenta (fracdo de puncdo venosa
mais fracéo de PMPP) comparada a puncao venosa
isoladamente. A figura representa uma andlise de 8 amostras
de CB derivadas de placenta obtidas por método de puncgéo
venosa (preto sé6lido) seguido por método de perfusdo de
placenta por maquina (padrdo de listras). Numeros arabicos
abaixo de cada barra representam os numeros de amostras
exibidos na Tabela 1. (Figura 1) Dados brutos estao
representados na Tabela 3.

Figura 2, Percentagem de fragdo de células CD34+ via o
método de PMPP continha percentagem aumentada em 4,9 vezes

comparada aquela a partir da fragdo de pungao venosa.
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Figura 3. Contagem de células CD34+ a partir de fracao
de pungao venosa e de fracdo de PMPP foi de 7,4 x 10° + 5,9
x 10° (média * DP) (faixa de 8 pacientes, 1,1 - 18,2 x 109
e 28,8 x 10° £ 37 x 10° (média + DP) (faixa de 1,6 - 116 x
10%), respectivamente, indicando que a fracdo de PMPP

continha um aumento de 3,9 vezes em células CD34+ totais.

Figura 4. A percentagem média de células CD34+/CD38-
em fragdes de pungdo venosa e de PMPP foi de 0,32 * 0,17%
(média * DP) (faixa de 0,04 - 0,66) e 4,4 + 4,1% (média =
DP) (faixa de 1,3 - 14), respectivamente, demonstrando que
a fracdo de PMPP continha uma percentagem de populacdo de
células CD34+/CD38~ aumentada em 13 - 14 vezes comparada a
fragcdo de puncg&o venosa.

Figura 5. O nuUmero absoluto de células CD34+/CD38- em
fracdo de puncdo venosa e de PMPP foi de 1,7 # 1,5 x 10°
(média + DP) (faixa de 0,12 - 5,2) e 17 + 22 x 10° (média =*
DP) (faixa de 0,86 - 65), respectivamente (Figura 5),
indicando que a fracdo de PMPP continha 10 vezes mais
células CD34+/CD38-.

Figura 6. A percentagem de células CD133+ em fragdo de

pungdo venosa e de PMPP foi de 0,55 + 0,8% (média * DP)

(faixa de 0 - 2,5) e 2,4 £ 2,0% (média %+ DP) (faixa de 0,5
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- 6,8) respectivamente, demonstrando uma percentagem de
células CD133+ enriquecidas em 4 vezes na fracdo de PMPP.

Figura 7.0 numero de células CD133+ na fracdo de
pungdo venosa e de PMPP foi de 0,98 + 0,8 x 10° (média +
DP) (faixa de 0 - 2,3) e 6,3 * 0,8 x 10° (média + DP)
(faixa de 0,55 - 11,2), respectivamente. A populacdo de
células CD133+ na fragdo de PMPP estava significativamente
enriquecida em um nivel 6,3 vezes mais elevado.

Figura 8A e 8B. A percentagem média e o numero
absoluto de células CD34+/CD38+ nas fracdes de puncao
venosa e de PMPP foi de 1,34 % 0,6% (média * DP) (faixa de
0,26 - 2), 6,1 5,1 x 10° (média * DP) (faixa de 1,0 -
16,2) e 3,5 £ 1,6% (média + DP) (faixa de 0,82 - 6), 11,9 %
15 x 10° (média + DP) (faixa de 0,78 - 50),
respectivamente, demonstrando um aumento de 2,6 vezes e de
1,95 vezes na percentagem de CD34+/CD38+ e do numero
absoluto, respectivamente, favorecendo PMPP.

Figura 9A e 9B. A percentagem média e o numero
absoluto de células CD133+/CD34- em fragdes de puncéao
venosa e de perfusdo de placenta por maquina pulsatil foi
de 0,37 £ 0,7% (média + DP) (faixa de 0 - 2), 0,36 £ 0,7 x
10°% (média =+ DP) (faixa de 0 - 1,9) e 1,16 £ 1,5% (média =%

DP) (faixa de 0 - 5), 2,4 + 3,3 x 10° (média * DP) (faixa
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de 0 - 9,9), respectivamente, indicando que a fragdo de
PMPP continha CD133+/CD34- 3 vezes mais enriquecida e
numero de células CD133+/CD34- 6,6 vezes maior.

Figura 10A e 10B. A percentagem média e o numero
absoluto de células CD133+/CD34+ em fragdes de puncao
venosa e de perfusdo de placenta por maquina pulsatil foi
de 0,62 = 0,5% (média * DP) (faixa de 0 - 0,6), 0,68 * 0,6
x 10° (média * DP) (faixa de 0 - 1,89) e 1,26 * 0,8% (média
* DP) (faixa de 0,35 - 2,9), 4,0 = 5,6 x 10%® (média * DP)
(faixa de 0,35 - 16,5), respectivamente, demonstrando que
PMPP continha células CD133+/CD34+ 2 vezes mais
enriquecidas e um numero de células CD133+/CD34+ absoluto
aumentado em 5,9 vezes.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Na seguinte descricdo detalhada, os métodos da
presente invencdo podem ser realizados em inumeras
variacdes, e deve ser entendido que outras modalidades
podem ser utilizadas e que mudancas légicas podem ser
feitas sem se desviar do escopo da presente invengdo. A
seguinte descrigdo detalhada, portanto, ndo deve ser tomada
em um sentido limitante, e o escopo da presente invenc¢do ¢€

definido pelas reivindica¢des apensas.
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Embora inumeras modalidades distintas sejam descritas
abaixo, deve ser entendido que essas sdo meramente exemplos
nac limitantes, e que qualquer modalidade dada da invencgéo
pode compreender algumas das caracteristicas de uma
modalidade mostrada, e/ou algumas das caracteristicas de
outra modalidade mostrada.

Um método de coleta de células-tronco de sangue de
corddo umbilical é descrito, o qual pode compreender ou
consistir em perfusdo, por exemplo, perfusdo pulsatil, de
uma placenta de mamifero 1isolada n&o exsanguinada ou
parcialmente exsanguinada com uma solugdo de perfusdo, para
produzir um perfusado compreendendo células-tronco de
sangue de cordao umbilical; coleta do perfusado
compreendendo células-tronco de sangue de corddo umbilical
e 1isolamento das células-tronco de sangue de cordéo
umbilical a partir do perfusado, para produzir células-
tronco de sangue de corddo umbilical isoladas.

Além disso, é descrito um método, no qual o perfusado,
por exemplo, resultando de perfusdo pulsatil, mais
aspiracdo de sangue de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical, com um método de exsanguinagao
convencional, resulta em um aumento de pelo menos 1,5 vezes
na contagem de células mononucleares totais obtidas a

partir de uma placenta, comparado a aspiracdo de sangue de
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corddo umbilical a partir da vasculatura umbilical com uma
agulha e seringa isocladamente.

E descrito outro método, no qual o perfusado, por
exemplo, resultando de perfusdo pulsatil, mais aspiracdo de
sangue de «corddo umbilical a partir da vasculatura
umbilical, com um método de exsanguinacdo convencional,
resulta em um aumento de pelo menos 2 vezes, um aumento
maior do que 2 vezes a um aumento de 10 vezes, um aumento
de 4 vezes a um aumento de 6 vezes ou aumento de 5,5 vezes
na percentagem de células CD34+ obtidas, comparado a
aspiragcdo de sangue de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical com agulha e seringa isoladamente.

E descrito outro método, no qual o perfusado, por
exemplo, resultando de perfusdo pulsatil, mais aspiragdo de
sangue de corddo umbilical a partir da vasculatura
umbilical, com um método de exsanguinagdo convencional,
resulta em um aumento de 4,9 vezes em células CD34+ totais
obtidas, comparado a aspiragcdo de sangue de corddo
umbilical a partir da vasculatura umbilical com uma agulha
e seringa isoladamente.

Também ¢é descrito um método, no qual o perfusado, por
exemplo, resultando de perfusdo pulsatil, mais aspiracao de
sangue de corddo umbilical a partir da vasculatura

umbilical, com um método de exsanguinag¢gdo convencional,
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resulta em aumento de pelo menos 5 vezes, um aumento mais
gque 5 vezes a um aumento de 20 vezes, um aumento de 12
vezes a um aumento de 18 vezes ou um aumento de 14,8 vezes
da percentagem de populagdo de células CD34+/CD38- obtidas,
comparado a aspiracdo de sangue de corddo umbilical a
partir da vasculatura umbilical com agulha e seringa
isoladamente.

E descrito um método no qual o perfusado, por exemplo,
resultando de perfusdo pulsatil, mais aspiragdo de sangue
de corddo umbilical a partir da vasculatura umbilical, com
um método de exsanguinagdo convencional, resulta em pelo
menos 5 vezes mais, 5 vezes a 20 vezes mais, 10 vezes a 15
vezes mais ou 11 vezes mais células CD34+/CD38- sendo
coletadas, comparado a aspiragdo de sangue de cordao
umbilical a partir da vasculatura umbilical com uma agulha
e seringa isoladamente.

E descrito outro método, no qual o perfusado, por
exemplo, resultando de perfusdo pulsatil, mais aspiracido de
sangue de corddo umbilical a partir da vasculatura
umbilical, com um método de exsanguinagdo convencional,
resulta em um aumento de pelo menos 2 vezes, um aumento de
2 vezes a um aumento de 10 vezes, um aumento de 4 vezes a
um aumento de 8 vezes ou um aumento de 5 vezes da

percentagem de células CD133+ enriquecidas obtidas,
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comparado a aspiragdo de sangue de corddo umbilical a
partir da vasculatura umbilical com uma agulha e seringa
isoladamente.

E descrito um método, no qual o perfusado, por
exemplo, resultando de perfusdo pulsatil, mais aspiracgdo de
sangue de corddo umbilical a partir da vasculatura
umbilical, com um método de exsanguinacdo convencional,
resulta em um aumento de pelo menos 3 vezes, um aumento de
3 vezes a um aumento de 15 vezes, um aumento de 5 vezes a
um aumento de 19 vezes ou um aumento de 7 vezes mais
elevado de populacgdo de células CD133+ obtida, comparado a
aspiragdo de sangue de corddo umbilical a partir da
vasculatura umbilical com uma agulha e seringa
isoladamente.

I. Definigdes

As definic¢des abaixo servem para fornecer um
entendimento claro e consistente do relatdério descritivo e
das reivindicacgdes, incluindo o escopo a ser dado a tais
termos.

Perfusado - Os termos “perfusado” ou “perfusdo” se
referem ao ato de induzir um escoamento de um fluido sobre
ou através de uma placenta ndo exsanguinada ou de uma
placenta parcialmente exsanguinada, de preferéncia, a

passagem de fluido através de uma placenta nao exsanguinada
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ou de uma placenta parcialmente exsanguinada com forga ou
pressdo suficiente para remover quaisquer células
residuais, por exemplo, células nao fixadas, a partir do
érgéo ou do tecido. Conforme usado aqui, o termo
“perfusado” se refere ao fluido coletado seguindo a sua
passagem através de um 6rgao ou tecido. Em uma modalidade
preferida, o perfusado contém um ou mais anticoagulantes.
Um escoamento de solugdo de perfusdo pode compreender um
escoamento de solugdo de perfusdo mediado por pressdo. Um
escoamento de solugdo mediado por pressdo pode compreender
um escoamento de solucdo mediado por pressdo positiva ou
negativa. Um escoamento de solucdoc mediado por pressdo pode
compreender um escoamento de solucdo pulsatil.

A perfusdo pode compreender a perfusdo com pelo menos
um primeiro volume de solucdo de perfusdo durante um
periodo de tempo de desde cerca de 10 minutos a cerca de 1
hora; desde cerca de 15 minutos a cerca de 45 minutos ou
desde cerca de 20 minutos a cerca de 30 minutos.

A perfusdo pode compreender a perfusdo de uma placenta
nao exsanguinada ou de uma placenta parcialmente
exsanguinada em um recipiente aberto ou fechado, rigido ou
deformavel. O recipiente pode compreender um volume de
solucdo de perfusdo tal que a placenta ndo exsanguinada ou

uma placenta parcialmente exsanguinada isolada seja
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submersa na solucdo de perfusdo contida no recipiente
durante a perfusdo, por meio do qué o volume de solugdo de
perfusdo e a solucdo de perfusdo contidos no recipiente
sejam combinados antes de se isolar as células-tronco do
sangue de corddo umbilical a partir dela. A placenta
isolada submersa e a solugdo de perfusdo circundante podem
estar a pressdo ambiente ou podem ser submetidas a uma
pressdo positiva e/ou negativa.

A perfusao pode compreender a submissdo de uma
placenta ndo exsanguinada ou uma placenta parcialmente
exsanguinada a um escoamento pulsatil de solugdo de
perfusdo usando-se uma bomba pulsatil ou peristdltica, por
exemplo, em desde cerca de 15 a cerca de 90
batimentos/minuto e em uma pressdo sistdlica de desde cerca
de 15 a cerca de 90 mmHg; ou em cerca de 60
batimentos/minutos e em uma pressdo sistdlica de desde
cerca de 30 a cerca de 70 mmHg.

A fonte de pressdao usada para empurrar oOu puxar a
solugcdo através da placenta da placenta de mamifero seréa
suficiente para gerar um escoamento de solugdo a partir de
um sistema pressurizado, por exemplo, uma bomba ou
dispositivo peristaltico ou pulsadtil. O uso de sistemas de
bombeamento peristaltico facilita a retengao de

esterilidade nas solucdes sendo induzidas a escoar através
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da placenta. O nivel de pressdo real ou taxa de bombeamento
€ ajustado para otimizar a remocdo de sangue de cordéo
umbilical a partir de uma placenta parcialmente
exsanguinada ou ndo exsanguinada.

Solucdao de perfusdo. O termo “solucdo de perfusdo”
significa qualquer solugdo ou meio fisiologicamente
compativel compreendendo um anticoagulante, suficiente para
manter a viabilidade de <células de corddo umbilical
compreendendo células-tronco. Solucgdes de perfusédo
adequadas podem compreender ou consistir em um meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute), opcionalmente
compreendendo gliconato e/ou heparina, por exemplo, 1.000 U
de heparina para um volume total de 1 litro; e Belzer MPS
opcionalmente contendo heparina, por exemplo, 2.000 U de
heparina para um volume total de 600 - 750 mL. Outras
solugdes de perfusdo adequadas sdo conhecidas e podem ser
prontamente selecionadas e empregadas por um técnico
especializado no assunto. A perfusdo pode compreender a
perfusdo com pelo menos um primeiro volume de solugdo de
perfusdo. A perfusdo pode ser realizada em uma temperatura
de desde cerca de 4°C a cerca de 27°C, por exemplo, a
temperatura ambiente.

Primeiro volume - O termo “primeiro volume” significa

um volume de uma solucdo de perfusdo para perfundir uma
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placenta de mamifero isolada nao exsanguinada ou
parcialmente exsanguinada. O primeiro volume da solugdo de
perfusdo pode compreender ou consistir desde cerca de 250
mL de solugdo de perfusdo a cerca de 2 litros, desde cerca
de 400 mL a cerca de 1,5 litros; desde cerca de 500 mL a
cerca de 1,2 litros, desde cerca de 600 mL a cerca de 1
litro e desde cerca de 600 mL a cerca de 750 mL de solucéao
de perfuséo.

Escoamento mediado por pressdo - O termo “escoamento
mediado por pressdo” significa um escoamento de solucido de
perfusdo induzido por pressdo positiva ou negativa.

Pressdo negativa - O termo ‘“pressdo negativa”
significa uma pressdo abaixo da pressdo atmosférica, isto
€, menor do que uma atmosfera.

Pressdo positiva - O termo ‘“pressdo positiva”
significa uma pressdo igual ou acima de uma atmosfera, isto
&, maior ou igual a uma atmosfera.

Placenta exsanguinada - 0 termo “placenta
exsanguinada” significa uma placenta isolada a partir da
gqual todo o sangue circulante tenha sido removido ou
retirado, isto é, para tornar livre de sangue.

Ndo exsanguinada - O termo “placenta nao exsanguinada”
significa uma placenta isolada, a partir da qual nenhum

sangue circulante tenha sido removido ou retirado.
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Parcialmente exsanguinada - 0 termo “placenta
parcialmente exsangliinada” significa uma placenta isolada,
a partir da qual uma porg¢do da sangue circulante tenha sido
removido ou retirado.

Célula-tronco - Conforme usado aqui, o termo “célula-
tronco” se refere a uma célula mestra gque possa se
reproduzir indefinidamente para formar as células
especializadas de tecidos e 6rg&os. Uma célula-tronco é uma
célula que se desenvolve de maneira pluripotente ou
multipotente. Uma célula-tronco pode se dividir para
produzir duas células-tronco filhas, ou uma célula-tronco
filha e uma célula progenitora (“de transito”), gque enté&o,
se prolifera em células de tecido maduras, completamente
formadas. A “célula-tronco” wusada aqui inclui “células
progenitoras”, a menos se afirmado de outra maneira.

Células-tronco hematopoiéticas sdo progenitores de
células do sangue primitivas raras, gue possuem a
capacidade de se auto-replicar, de modo a manter uma fonte
continua de células regenerativas, e de se diferenciarem,
de modo a dar origem a varios precursores morfologicamente
reconheciveis de linhagens de células do sangue. Esses
precursores sdo células do sangue imaturas, que nao podem
se auto-replicar e tém que se diferenciar em células do

sangue maduras, incluindo as células eritrdides, linfdides
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e mieldides. Dentro do microambiente de medula Ossea, as
células-tronco se auto-proliferam e mantém, de maneira
ativa, a produgdo continua de todas as linhagens de células
do sangue durante toda a vida.

Células CD34+ sd3o definidas como a mais precoce
célula-tronco hematopoiética identificdvel na medula &ésseo,
no sangue periférico ou no sangue de corddo umbilical
neonatal. O suplemento e o meio da presente invencgdo sdo
particularmente adequados para suportar a expansdo de
células CD34+ e células de linhagem mieldide, incluindo
células BFU-E, eritrécitos, células CFU-MEG,
megacaridcitos, células CFU-GM, monécitos, macréfagos,
neutrdéfilos eosindfilos e basdéfilos. Em estidgios mais
precoces de desenvolvimento, células de linhagem mieldide
expressam a proteina marcadora CD34+. Em estagios tardios
de desenvolvimento, células de linhagem mieldide nao
expressam niveis detectdveis da proteina marcadora CD34+.

Se uma célula-tronco do sangue de corddoc umbilical
expressa a proteina marcadora CD34+, isso pode ser
determinado por um técnico especializado no assunto, usando
técnicas bem conhecidas, tais como classificacao de células
ativadas por fluorescéncia.

“Células hematopoiéticas CD34+” ou “células CD34+” sé&o

células hematopoiéticas, que expressam a proteina marcadora
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de superficie CD34+. Tais células incluem, mas, ndo estéao
limitadas a células-tronco hematopoiéticas, células
mieldides progenitoras ou precursoras, células eritrdides
progenitoras ou precursoras e células linfdéides
progenitoras ou precursoras.

Células CD34+ podem ser isoladas a partir do sangue de
corddo umbilical coletado e/ou perfusado, para produzir
células-tronco de sangue de corddo umbilical isoladas
usando métodos que sdo bem conhecidos pelos técnicos
especializados no assunto. Varios sistemas estao
disponiveis aos técnicos especializados no assunto. Por
exemplo, o MicroCELLector System. RTM. (Applied Immune
Sciences), o MiniMacs System (Miltenvi Biotec), o)
StemSep.TM. system (StemCell Technologies) podem ser usados
para isolar células CD34+. Para obter uma preparagdao de
células enriquecida de células CD34+ em larga escala, o0s
sistemas comercializados por Baxter Healthcare e CellPro
estdo disponiveis aos técnicos especializados no assunto.

Os termos “célula-tronco hematopoiética” e “célula-
tronco hematopoiética pluripotente” se referem a uma
célula, que pode dar origem a gqualquer tipo de células
progenitora ou precursora hematopoiética, incluindo células
mieldéides progenitoras ou precursoras, células eritrdides

progenitoras ou precursoras e células linféides
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progenitoras ou precursoras. Células-tronco hematopoiéticas
exibem um fendétipo CD34+ /CD33- /CD38- ou um fendtipo CD34+
/HLD-DR.- /CD38- (Daley, J. P. et al., Focus 18:62-67
(1996); Pimentel, E., Ed., Handbook of Growth Factors Vol.
IIT: Hematopoietic Growth Factors and Cytokines, pags. 1-2,
CRC Press, Boca Raton, Fla., 1994).
l. Método de coleta de células CB de placenta com ou sem
coleta de CB convencional prévia

Uma prova de teste piloto conceitual para um método de
coleta de CB usando tecnologia de perfusdo pulsdtil com o
uso do dispositivo de perfusdo pulsatil RM3 de Waters
(Waters Medical Systems, Rochester, MN) amplamente usada
para preservagdo renal foi bem sucedida. O dispositivo foi
originalmente projetado para melhorar a funcdo imediata docs
rins, gque s&o armazenados antes do transplante. A solugao
de perfusdo consistia de meios de RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) com gliconato e 1.000 U de heparina
para um total de 1 litro ou Belzer MPS mais 1.000 - 2.000 U
de heparina (600 - 750 mL de Belzer MPS com 2.000 U de
heparina sédica). Atualmente, demonstrou-se usando uma
placenta de babuino, a factibilidade desse método e
perfusdo bem sucedida e remogdo de todas as CB de placenta
restantes. A coleta de uma contagem de células

mononucleares total absoluta, contagem de células
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formadoras de coldénias (CFC), percentagem de CD34+ e
CD34+/CD38- e a contagem foi de aproximadamente 2 vezes
maior, quando a perfusdo por méquina foi adicionada ao
método de pung¢do venosa convencional comparado ao método de
pungdo venosa isoladamente.

Com base na coleta de CB de babuino promissora por
perfusao por maquina pulsatil, esse método foil testado em
placentas humanas. Colecdes de oito CB foram realizadas em
placentas de 36 - 41 semanas a partir de sete partos
vaginais normais e uma sec¢do cesariana sob o protocolo
clinico aprovado pelo Comité de Revisdo de Institucional da
Universidade de Maryland. A colegdo de CB parcial foi
primeiramente feita por pungdo venosa com agulha / seringa,
para aspirar a méxima quantidade possivel, t&do logo o
corddo umbilical fosse pingcado e o bebé fosse parido,
enquanto a placenta ainda estivesse no utero. Esse método é
usado tanto para segdo trans-vaginal quanto para a segao
cesariana para maximizar o rendimento de coleta de CB e é
um dos varios métodos usados amplamente para coleta de CB
de rotina. A agulha de calibre 18 foi fixada a seringas de
30 ou 60 mL e o material de CB aspirado foi imediatamente
transferido para um tubo cénico de 50 mL contendo 5.000 U
de heparina sédica. A CB coletada foi imediatamente

misturada com heparina, para evitar a coagulagdo e
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armazenada em um banho de gelo. O volume de CB médio
coletado por esse procedimento foi de 59 + 18 mlL (média =%
DP) (faixa de 40 - 90 mL). A seguir, a placenta foi parida
de modo rotineiro e colocada diretamente em uma bolsa de
isolamento estéril (3M Health Care St. Paul, MN). Se a
placenta exigiu exame visual, ela foi colocada em uma
bandeja estéril e transferida para uma bolsa de isolamento
estéril no momento de se completar o exame. A placenta foi
também pesada dentro da bolsa estéril. A bolsa estéril foi
rigidamente fechada, colocada em isolamento de bolsa triplo
e mantida em um banho de gelo sem qualgquer manipulagdo até
que a perfusdo de placenta foi iniciada. As placentas foram
perfundidas entre 6,25 e 39 horas depois do parto. Uma
placenta pode ser resfriada depois do isolamento em uma
temperatura de desde cerca de -3°C a cerca de 15°C, desde
cerca de -8°C a cerca de 10°C, desde cerca de -2°C a cerca
de 6°C ou desde cerca de 0°C a cerca de 6°C, contanto que
ndo se permita que a placenta congele. A placenta resfriada
pode ser mantida, antes da perfusdo, em uma temperatura
abaixo do congelamento, por exemplo, em desde cerca de >0°C
a cerca de 15°C, em cerca de >0°C a cerca de 10°C ou em
cerca de 2°C a cerca de 6°C, durante um periodo de tempo de
desde cerca de 30 minutos a cerca de 60 horas, desde cerca

de 1 hora a cerca de 50 minutos; desde cerca de 6 horas a
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cerca de 40 horas; desde cerca de 10 horas a cerca de 40
horas; desde cerca de 15 horas a cerca de 40 horas; ou
desde cerca de 20 horas a cerca de 40 horas.

Para realizar a perfusdo da placenta por maquina
pulsatil (PMPP), a placenta foi <colocada em um campo
estéril e examinada para determinar se houve quaisquer
laceragdes ou rasgamentos na mesma. Entao, o cordéao
umpbilical foi examinado para procurar duas artérias
umbilicais e uma veia de corddo umbilical. Uma ou mais das
duas artérias umbilicais e a veia umbilical foram
cateterizadas para facilitar a perfusdo. Primeiro, um
catéter reto de 6 mm fol inserido em uma veia de cordao
umbilical e fixado no lugar com uma amarragdo feita de seda
e revestida com 6leo, entdo, ambas as artérias foram, cada
uma, penetradas com catéteres retos de 2 mm e fixados no
lugar com amarracdes de seda revestida com 6leo. A placenta
foi colocada no circuito de perfusdo (bomba de perfusdo de
rim Waters RM3), que foi iniciada com Belzer MPS mais 1.000
- 2.000 U de heparina (600 - 750 mL de Belzer MPS com 2.000
U de heparina sédica), em uma temperatura de 1°C a 27°C.
Belzer MPS é um perfusado de 6rgdo aprovado pela FDA usado
para a preservacdo de o6rgdos doados a partir de cadaveres
para transplante (Gage et al., 1997). Perfusdo por maquina

pulsatil foi realizada em 60 batimentos/minuto e a pressao
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sistdlica estava entre 30 - 70 mmHg. O tempo médio para
completar a perfus&o foi de 26 minutos (faixa de 20 - 30
minutos). Para se determinar se a perfusdo da placenta era

completa, os inventores usaram a mudanca de cor do tecido
da placenta, de uma cor azul escuro para uma cor branca
clara como um marcador indicando uma total evacuacdo do
conteudo vascular na placenta.

Oito amostras de CB foram coletadas usando-se puncéo
venosa e método de perfusdo de placenta por méquina
pulsatil a partir do mesmo individuco e suas descricgdes
quantitativas estdo resumidas na Tabela 1. O volume de CB
médio coletado por puncdo venosa foi conforme descrito
acima. O volume médio de CB a partir do método de perfusédo
de placenta por magquina pulsdtil ndo foi mensuravel, uma
vez que o perfusado e o CB foram misturados no final. A
gestagcdo média da placenta coletada foi de 38,6 semanas
(faixa de 36 - 41 semanas) e o tamanho médio de placenta
para didmetro e espessura foi de 20 x 1 cm (17 - 22 x 1
cm). As placentas foram obtidas a partir de segdo cesariana
(amostra 1) e de 7 partos vaginais (amostras 2 - 8). O
tempo médio a partir do parto da placenta até o inicio da
perfusdo foi de 17 horas (6,25 - 39 horas), e a duragao de
tempo do procedimento de perfusdo da placenta foi de menos

do que 30 minutos por placenta (média de 26 minutos, faixa
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de 20 - 30 minutos) (Tabela 1). Fol constatada trombose em

3 placentas (amostras 3, 5 e 6) e fol de aproximadamente

(e}

5%, 10% e 7% da 4rea total de placenta, mas, ndo constatada

o©

em outros sujeitos. Essas placentas foram empacotadas em
gelo a uma temperatura de 4°C, em banho termicamente
isolado entre 19 e 39 horas, até o inicio da perfusdo. Em
geral, ndo houve dificuldade na realizacdo de perfusdo por
maguina para cada placenta que foi testada, incluindo
aquelas com trombose e nenhum barotrauma foi observado
devido a perfusdo por maquina pulsatil.
2. Analise de solugdao coletada a partir de PMPP em
comparagdo com método de colheita de sangue de cordao
umbilical convencional
Isolamento de células mononucleares CB

Células CB obtidas a partir de pungao venosa da
vasculatura da placenta foram primeiro diluidas com meio
Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) em 1:5 e células
mononucleares foram isoladas por centrifugacgado por
gradiente de densidade em Ficoll-Hypaque (Sigma Diagnostic,
St. Louis, MO), conforme previamente descrito (Takebe et
al., 2002). A camada contendo células mononucleares foi
cuidadosamente aspirada, as células foram lavadas duas
vezes com solucdo de PBS e enumeradas por citometria. A

viabilidade celular foi confirmada por método de exclusao
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com Azul de Tripano. Células CB obtidas via PMPP foram
processadas similarmente as células CB a partir de puncgéo
venosa. Entretanto, essas células foram misturadas em um
grande volume de perfusado (650 a 800 mL e volume total).
Esse perfusado foi amostrado por aliquota dentre véarias
dazias ou tal de tubos cdnicos de 50 mL, os quais foram
centrifugados em conjunto, & 1.800 rpm, durante 20 minutos,
para se obter a camada de células brancas. Entdo, as
células foram ulteriormente separadas para células
mononucleares com centrifugacdo por gradiente de densidade
em Ficoll-Hypaque. Células CB foram lavadas e enumeradas
como descrito acima.
Analise por citometria por escoamento

Células mononucleares foram tingidas com anticorpos
monoclonais incluindo CD38- FITC anti-humano , CD34-APC (BD
Pharmingen, San Jose, CA), ACl33-PE (Miltenyi Biotech,
Auburn, CA) e analisadas por Facstar-plus (Becton
Dickinson) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Controles com isétopos foram realizados usando-se
anticorpos apropriados, em paralelo, para cada amostra.
Selecdo de células CD34+

A aliquota de células mononucleares CB obtida a partir
de centrifugacdo por gradiente de densidade em Ficoll-

Hypaque foi ulteriormente isolada para enriquecer a
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populacao de células CD34+ por método de separacao
magnética de células usando o Kit de Isolamento de Células
progenitoras CD34 (Miltenyi Biotec) de acordo com as
instrugdes do fabricante. O numero de células purificadas e
a viabilidade foram determinadas por citometria e teste de
exclusdo com Azul de Tripano. O enriquecimento de células
CD34+ foi confirmado por andlise por citometria por
escoamento, e cada lote de isolamento exibiu pureza de
células CD34+ maior do que 90%, com viabilidade acima de
95% por método de exclus&o com Azul de Tripano.
Ensaios de unidade formadora de coldnias em metilcelulose
Células CD34+ CB purificadas (3 x 10° por placa) foram
semeadas em placas de cultura de 35 mm conforme descrito
previamente (Takebe et al., 2002). As células foram
cultivadas nos meios de cultura comercialmente disponivel,
MethoCult (StemCell Technology, Vancouver, Canada), que
consistiam em 1 mL de IMDM, metilcelulose & 1%, BSA, 2-
mercaptoetancl, L-glutamina, insulina, transferrina, SGF,
GM-CSF, IL-3, IL-6, G-CSF e eritropoietina de acordo com as
instrug¢des do fabricante. No dia 14, as coldnias (maiores
do que 50 células) foram enumeradas a partir de placas de
cultura duplicadas.
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REIVINDICAGOES

1. Método de coleta de células-tronco de sangue de
corddo umbilical caracterizado pelo fato de compreender:

fornecimento de uma placenta de mamifero isolada, né&o
exsanguinada, compreendendo sangue de corddo umbilical
compreendendo células-tronco de sangue de cord&o umbilical;

perfusdo pulsatil de maquina da placenta de mamifero
isolada, ndo exsanguinada, com um escoamento mediado por
pressdo de wuma solucdo de perfusdo, para produzir um
perfusato compreendendo sangue de cordao umbilical
compreendendo células-tronco de sangue de cord&o umbilical;

coleta do perfusato; e

isolamento das células-tronco de sanque de cordao
umbilical a partir do perfusato para produzir células- tronco
de sangue de corddo umbilical isoladas.

2. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de a perfusdo ser utilizando uma
fonte de pressao.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente, apds
o fornecimento, manter a placenta de mamifero isolada em
gelo, para produzir uma placenta de mamifero resfriada.

4. Método, de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizado pelo fato de a solucdo de perfusdo compreender
heparina.

5. Método, de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizado pelo fato de a perfusdo compreender perfusdo

via uma ou duas artérias umbilicais.
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6. Método, de acordo com a reivindicacéo 5,
caracterizado pelo fato de a perfuséao compreender
adicionalmente a canulacdo de uma ou duas artérias umbilicais
para produzir uma placenta canulada; e a colocagdo da

placenta canulada em um circuito de perfuséo.
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