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(57) Resumo: CELULAS-TRONCO ISOLADAS DO FIGADO A
presente invencao diz respeito as células-tronco progenitoras isoladas
do figado, e populagdo celular destas, onde a dita célula-tronco
progenitoras sé@o originarias de um figado adulto, sobretudo de um ser
humano. A presente invengdo também se relaciona a utilizagédo das
ditas células-tronco progenitoras isoladas em remédios, hepatologia,
erros inatos do metabolismo hepatico, transplantes, doengas
infecciosas, insuficiéncia hepatica. A presente invengdo também se
relaciona aos métodos de isolamento destas células, sua cultura, a
caracterizagdo antes e depois da diferenciagédo, e seu uso em
transplantes, modelos animais de doengas humanas, toxicologias e
farmacologias.
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CELULAS-TRONCO ISOLADAS DO FIGADO

CAMPO DA INVENGAO

A presente invéngéo se refere &s células-tronco
progenitoras isoladas do figado, origindrias de um £figado
adulto, e a seu uso das ditas células-tronco progenitoras
isoladas em remédios, hepatologia, erros inatos do
metabolismo hepatico, transplante, doengas infecciosas,
insuficiéncia hepédtica. A presente invengdo também se
relaciona aos métodos de isolamento destas células, sua

cultura, e caracteristicas antes e depois da diferenciacgao,

.e seu uso em transplante, modelos animais de doengas

humanas, toxicologia e farmacologia.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

0 figado é um 6rgdo chave que realiza muitas fungdes
vitais, como a homeostase da glicose, desintoxicag¢do dos
xenobidticos éu sintese de macromoléculas. Assim, uma falha
de uma das miltiplas fun¢des do figado poderad causar um
impacto dramdtico mna salGde. A incidéncia mundial do
conjunto de doencas do figado aguda ou crdnica estd entre a
52 e 92 causa de morte, de acordo com a Organiza¢do Mundial
da Saltde. Até agora, o flnico tratamento curativo para a
fase final de doenca hepatica continua sendo o transplante
de figadé. Os resultados para os pacientes que passaram por
cirurgia para substituigdo do figado sdo bastante

razodveis, com mais de 95% de recuperagao. No entanto,
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apesar de novas técnicas cirGrgicas, incluindo a doagdo do
figado e a vida relacionada ao doador, a crescente escassez
do &érgdo leva a uma alta mortalidade na lista de espera.
Por conseguinte, um importante objetivo na pesquisa médica
de transplante & a demonstragdo do potencial de uso de
células do figado na regeneragdo do figado e tratamento de
doengas hepaticas.

O transplante de células do figado (TCF) €& um
processo emergente, envolvendo a infusdo de células do
figado suspensdo no sistema portal do receptor. Este se
destina & recuperac¢do da fungdo do figado do receptor, como
uma conseqiéncia do enxerto e repovoamento de parénguima
doentes. O TCF foi pela primeira vez validado em modelos
animais onde hepatdcitos singénicos tém mostrado sobreviver
indefinidamente e ser capaz de corrigir varios defeitos
enzimidticos (para revisdo, ver Najimi and Sokal. 2005.
Minerva Pediatr 57 (5): 243-57).

Em humanos, os primeiros estudos foram concebidos
para o tratamento de insuficiéncia hepética aguda. Estes
estudos clinicos levaram a aumentar ainda mais a indicagdes
do TCF e, até agora, pelo menos, trinta casos foram
relatados pelo mundo a fora por ter varios defeitos (Strom
et al. 1997. Transplant Proc 29(4): 2103-6). No campo
especifico de doengas metabdlicas, treze casos foram

relatados usando hepatécitos, para o tratamento da, entre
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outros, sindrome de Crigler-Najjar tipo I, defeitos do
ciclo da uréia ou as doengas raras, como, por exemplo,
doenca de Refsum infantil. Estes estudos demonstraram o
enxerto de hepatdécitos dentro do paréngquima e,
consequentemente, uma melhoria do estado do paciente até 18
meses pds-transplante.

No entanto, devido ao fornecimento hepatdcitos
humanos maduros para transplantes ainda ser limitado, de
fato, mais ou menos tdo limitado quanto & disponibilidade
de todo figado, a pesquisa também visa obter células
transplantadas a partir de outras fontes, tais comas
células-tronco e progenitoras, por exemplo, origem

embriondria ou adulta, gque poderia ser expansivel, por

exemplo, 1in vitro, e capazes de se diferenciarem em
hepatbcitos maduros funcionais, esp. in vivo apds o
transplante. Assim, existe uma grande necessidade de

desenvolver novos meios Uteis no tratamento de varias
doencas ou condi¢des associadas com doengas associadas ao
figado, principalmente dada a insuficiéncia dos tratamentos

atualmente disponiveis para a maioria dessas doengas.

Historicamente, células-tronco embrionarias (TE)
foram pensadas para serem envolvidas apenas na
organogénese, devido & sua observada divisdo clonal

ilimitada e diferenciagdo dos pluripotentes em células

derivadas de tecidos inteiros. Por outro 1lado, nos
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processos de regeneragdo dos 6rgdos adultos foi tipicamente
atribuida 3s células progenitoras adultas. No entanto, esta
teoria foi revista, tendo em vista a descoberta de células-
tronco em érgdos adultos que expressa marcadores
embriondrios conhecido. Por conseguinte, caracteristicas de
células-tronco e progenitoras sdo agora baseadas ndo sd no
processo de desenvolvimento (embriondrio versus adulto),
mas também com a presenga de marcadores celulares
especificos neste. Com efeito, expressio de marcadores
celulares, tais como a proteinas de membrana ou fatores de
transcrig¢do, podem variar ao longo da diferenciagdo de
percursos diferentes e os varios estimulos refletidos (por
exemplo, estimulos ambientais) e necessidades celulares.
Freglientemente, & observado no decurso de um processo de
diferenciac¢do, que uma célula-tronco irad gradualmente deixa
de exibir seus marcadores indicativos de pluripotencia, por
exemplo, Oct-Ah, e sendo . para expressar marcadores
atribuiveis aos estagios posteriores, por exemplo,
marcadores de uma linhagem especifica. Como um exemplo n&o
limitativo, Oct-NA pode ser progressivamente perdidos
através maturacdo e, por outro lado, as células gque entram
na linhagem endodermal podem comegar a expressar a alfa-
fetoproteina.

No que diz respeito & regeneragdo do figado através do

transplante celular, varios tipos de fonte de células podem
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ser considerados. Por exemplo, se espera que células ES
possam ser capazes de regenerar em qualquer &rgdo, devido a
sua pluripotencia. De fato, isto é amplamente explorado na
arte. No entanto, células ES sdo propensas a gerar
crescimento tumoral gquando introduzidas em qualquer outro
tecido do que in utero. Portanto, seu uso in vivo continua
limitado pelo risco de dgsvio cancerigeno. Mesmo antes do
sucesso in vitro a diferenciagdo de células ES pode ndo ser
segura o suficiente para considerar a inoculagdo humana.

Uma alternativa segura poderia ser o uso de células
progenitoras adultas gque, ao contrdrio de células ES,
tendem a mostrar capacidade limitada para a divisdo clonal
sua diferenciacdo da origem as células filhas com destinos
mais limitados. No figado, progenitoras adultas, tal coﬁo
células ovais (precursores hepatdécitos e colangidécitos) ou
pequenas células semelhantes a hepatécitos tém sido
descritas. No entanto, seu uso médico tem se tornado
dificil pela sua escassez em O6rgaos adultos normais.

Por conseguinte, as células-tronco addltas mostrariam
a capacidade de divisdo clonal sem risco ou com pouco risco
de desvios cancerigenos representaria uma grande melhoria
no transplante de células fontes. Varios tipos de células-
tronco adultas estdo sendo atualmente avaliados em estudos
transplante de células do figado. Por exemplo, as células-

tronco mesenquimais (MSC) do sangue do corddo umbilical ou



10

15

20

25

6/148

periférico vém sendo estudadas devido a sua capacidade de
transdiferenciarem em c¢élulas mais maduras de outra
linhagem. Além disso, as células-tronco hematopoiéticas da
medula foram também estudadas em termos de poténcias de
regeneragdo do figado.

Embora, a caracterizacdo in vitro de células-tronco
adultas ainda apresenta dificuldades, & atualmente aceitas
no campo que tal essa caracterizagdo pode vantajosamente
envolver deteccdo (i) marcadores da sua origem embriondria
ou linhagem (esp., mesoderMal, endodermal, ectodérmico ou
hematopoiético), (ii) expressdo de marcadores que refletem
o nivel de diferenciag¢do e, portanto, de certo modo
preditivo dos diferentes progénies possivel e, (iii)
destino in vitro ou 1in vivo apds a diferenciagdo. Por
conseguinte, a caracterizagdo e distintividade de células-
tronco adultas obtidas a partir de.um figado normal pode

vantajosamente envolver avaliagdo da presenga ou auséncia

do(s) (i) marcador(es) que reflitam na complexa origem
embrionaria deste érgdo, (idi) marcador (es) de
diferenciagdo (por exemplo: presenga de albumina) e, (iii)

pelo menos um marcador indicativo de células-tronco de
destino.

De acordo com os conhecimentos atuais, o figado
provém principalmente da endoderme e hepatdcitos que sao

partes da linhagem endodermal. No entanto, a formagdo das
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células hepaticas também envolve a interagdo entre o
epitélio endodermal e a mesoderme cardiogénica. Além disso,
no desenvolvimento fetal hematopoiese também ocorre no
figado. Tendo em conta esta interagdo durante o
desenvolvimento, é necessario ter uma mente aberta gquando
se contempla com marcadores presentes de células-tronco do
figado adulto, uma vez que marcadores endodermal,
mesodermal e/ou linhagens hematopoiéticas é gque poderiam
ser previstos.

Ao avaliar os diferentes niveis e células tipo
comprometida, varios marcadores de células podem ser
avaliados, tal como serd realizado ainda nesta divulgacio.
Por exemplo, durante o processo da diferenciagdo células
alguns marcadores podem diminuir ou desaparecer, outros
podem aumentar ou podem ser adquiridos, e ainda outros
podem ser mantidos em todas as formas de uma célula
especializada e funcional. Por meio de exemplo néo
limitativo, durante a organogénese, ou seja, durante a vida
fetal, hepatoblastos sdo considerados progenitores comum de
células que formam parénquima (esp. hepatdcitos e célﬁlas
biliar), e, expressa inter alia citoqueratina-7 (CK-7) bem
como CK-19, albumina e oa-fetoproteina. Em figados adultos,
um conhecido pxogenitor comum de hepatécitosv e células
biliares é a célula oval, que expressa CK-19, albumina e o-

fetoproteina. Depois da diferenciagdo em células biliares,
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expressdo de CK-19 e «a-fetoproteina & mantida enquanto a
expressdo de CK-7 (considerada wuma caracteristica de
células mais imaturas) tende a cessar. Por outro lado, os
hepatécitos mantém expressdo de oa-fetoproteina e albumina,
mas ndo mostram a expressdo de CK acima. Também a partir
deste exemplo, segue-se qﬁe a caracterizagdo das células-
tronco pode ser <complexa, mas gque a avaliagdo dos
marcadores, que podem ser utilizadas para indicar a
vantagem do tipo ou propriedade das células. |

Para conhecimentos dos inventores, estudos prévios
descreveram o isolamento de células progenitoras de figado
normal adulto, que demonstraram mais de uma célula de
destino. Uma linhagem de células-tronco figado adulto capaz
de amplificagdo in vitro e diferenciagdo in vivo em
hepatdécitos e, preferencialmente, apenas com as células
hepatbécitas de destino ndo tem sido descrita. Além disso,
estudos anteriores wutilizam técnicas complicadas, como
FACS, meio de calcio-implementado ou gradientes de
densidades especificas para isolar suas células-tronco do
figado.

Deste modo, €& um objeto da invengdo prover um novo
progenitor derivado do figado ou células-tronco com
propriedades melhoradas, e particularmente Gtil em, por
exemplo, transplante de células do figado. A invengdo

também estabelece proporcionar um método simples para
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isolar as ditas células.

SUMARIO DA INVENCAO

A invencdo prové progenitor do figado adulto ou
células-tronco, linhagens de células a este, ou populagdes
celulares que compreende as mesmas populagdes, obtidas a
partir de um tecido hepdtico normal. Métodos de isolar
estas células, sua cultura, a caracterizagdo antes e depois
da diferenciacdo, e seu uso para fins de transplante,
modelos animais de doengas  humanas, toxicologia e
farmacologia também estdo dentro da invengdo.

Em um aspecto, a presente invengdo realiza uma nova
célula-tronco ou progenitor isolado de (um vertebrado,
preferivelmente um mamifero, mais preferivelmente ainda uma
célula humana), originado a partir do figado adulto,
caracterizada, na medida em que co-expressa (ou seja, &
positiva para), pelo menos, um marcador mesenquimal, esp.
um, mails de um, por exemplo, 2, 3 ou 4, ou todos os
marcadores CD90, CD44, <CD73, vimentina e «a-actina de
misculo liso (ASMA), com o marcador hepatdcito de albumina
(ALB) e, possivelmente com um ou mals outros marcadores
hepatbécitos ou hepédticos, preferivelmente um, mais de um,
ou todos os CD29, alfa-fetoproteina (AFP) , alfa-1-
antitripsina e/ou transportador MRP2. Os ditos progenitores

do figado adulto ou células-tronco podem ainda expressar
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um, mais de um, ou todas as seguintes todos os moléculas a
seguir indicativas de fungdes ou propriedades semelhantes
dos hepatdcitos: G6P, CYP1B1l, CYP3A4, HNF-4, TDO, TAT, GS,
GGT, CK8, EAAT2. O dito progenitor do figado ou células-
tronco podem ainda ser caracterizado por um, mais de um, ou
todos os seguintes: negativas para pelo menos os marcadores
hematopoiéticos CD45 e CD34 e também, eventualmente, para
uma ou varios outros marcadores hematopoiéticos, tais como,
por exemplo, CD105, HLA-DR, negativa para o marcador
epitelial colangiolite citogueratina-19 (CK-19) e,
eventualmente, para mais marcadores epiteliais; negativas
péra pelo menos os marcadores de células-tronco
indiferenciadas CD117 e Oct-4, e possivelmente também para
um ou mais do gque um marcador de células-tronco
embriondrias; expressdo de baixo nivel de AFP.
Preferencialmente, a dito célula-tronco ou progenitora do
figado podem ter morfologia similares a mesenquimal, em
especial envolvendo um, mais de um ou todo o crescimento em
monocamadas de forma achatada, citoplasma amplo e/ou
nicleos ovdides com um ou dois nucléolos. 7

Em uma modalidade, Particularmente a presente
invencdo prevé uma célula-tronco isolada originada do
figado adulto, gque & CD90, CD29 e CD44 positivo que &
albumina positiva, vimentina-positivas e alfa-actina

positiva de mGsculo liso. Em uma modalidade, o isolamento
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de células-tronco € também CK-19 negativos, CD45 negativo,
CD34 negativos e CD117 negativos. A presente invengao
proporciona também uma populagdo celular gque compreende
células-tronco progenitoras mesenguimais com pelo menos
trés das seguintes caracteristicas: expressdo de anticorpos
detectéveis de albumina; expressao de anticorpos
detectéaveis de vimentina;  expressdo de anticorpos
detectédveis de alfa actina de misculo liso; auséncia de CK-
19; auséncia de CD45, auséncia do marcador CD45, auséncia
ae marcadores CD34, auséncia de marcador CD117, provas de
marcador CD90; provas do marcador CD29, ou provas do
marcador CD44. Preferencialmente as células possuem todas
as caracteristicas acima. Em uma modalidade preferida, as
células-tronco sdo células-tronco do figado humano..

Em uma modalidade, o isolamento das células-tronco
figado adulto é originado de CDS0, CD73, CD29 e (D44
positivo e albumina positiva, vimentina positiva e alfa-
actina positiva de masculo liso.

A invencdo fornece também um método para a obtengdo
progenitor isolado ou célula-tronco ou uma populagao
celular que compreende o dito progenitor ou célula—troncé,
o método compreendendo: (a) dissociar o figado adulto ou de
parte deste para formar uma populagdo celular primarias a
partir do dito figado adulto ou parte deste, (b) plaquear a

populacdo celular primdria sobre um substrato que permite a
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aderéncia das células a este, e (c) cultivar as células da
populagdo primdria, que aderem ao dito substrato, por pelo
menos 7 dias, preferivelmente por pelo menos 10,
preferivelmente ainda por pelo menos 13 ou mais
preferivelmente ainda por pelo menos 15 dias.

A invencdo fornece também um método para a obtengdo
de células-tronco isolada do figado ou a populagdao do mesmo
de acordo com a invencdo compreendendo as etapas de
cultivar células do figado adulto, isolar hepatdcitos das
mesmas, plagquear os hepatdcitos e cultivar os ditos
hepatécitos por pelo menos 7 dias, preferivelmente por pelo
menos 10, preferivelmente aindé por pelo menos 13 ou mais
preferivelmente ainda por pelo menos 15 dias.

Em ainda um outro aspecto, a invengdo fornece um
progenitor isolado do figado adulto ou célula-tronco,
linhagem celular destas e/ou de uma populacdo celular gque
compreende tal, podem ser obtidas por ou diretamente
obtidas utilizando os métodos da invengao.

Em um outro aspecto, os presentes inventores tém
estabelecido uma determinada populagdo celular (linhagem
celular) do células-tronco ou progenitoras do figado humano
de acordo com a invenc¢do e depositada em 20 de fevereiro de
2006 a dita linhagem celular isolada no abrigo do Tratado
de Budapeste com o Consdrcio belga de colegdes coordenadas

de microrganismos (BCCM / LMBP), sob o nimero de acesso
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LMBP 6452CB (dada pela Autoridade Internacional
depositéaria; identificagdo referéncia dada pelo
depositante: ADHLSC). Assim, a presente invengdo relata uma
célula isolada, linhagem celular e populagao celular
depositadas junto ao BCCM sob numero de acesso LMBP 6452CB
(agqui, linhagem celular "LMBP 6452CB"), sublinhagem destas
inclui sublinhagem clonal, e a sua descendéncia, incluindo
a descendéncia diferenciada destas, esp. hepatdcitos ou
células semelhantes a hepatdcitos preparadas a partir
delas, e modificadas geneticamente ou de outra forma os
seus derivados.

A presente invencdo proporciona também uma composigdo
que compreende o progenitor isolado do figado ou célula-
tronco ou a populagdo destes de acordo com a invengdo.
Preferencialmente, células do figado sao células do figado
humano, ou células do figado de mamiferos.

As células-tronco ou progenitoras, de acordo com a
invenc3o (especificamente menciona, embora obviamente ndo
se limitam & linhagem LMBP 6452CB) comporta vVvarias
vantagens consideraveis. Por exemplo, ao contrario de
células de origem embriondria, o presente progenitor ou
células-tronco sdo de origem adulta e apresentar menor
risco de descontrole (tumor) do crescimento ou
transformacdoc maligna, quando utilizado na terapia.

Além disso, os inventores compreenderam gue as
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células-tronco ou progenitoras, de acordo com a invengdo
substancialmente nao exibem capacidade para se
diferenciarem em tipos de célula mesodermais (por exemplo,
ostebcitos ou condrdcitos, células do tecido conjuntivo), o
que diminui a formagdo ectdpica de tais tecidos, gquando as
células s3o administradas e implantadas no tecido hepético.

Os presentes inventores também compreenderam que as
células-tronco ou progenitoras da invengdo pode ter
preferéncia particular para a diferenciagdo de hepatdcitos
ou células semelhantes a hepatécitos, o gque as torna
particularmente adequadas para a reconstituigdo das fungdes
hepatbécitas em um figado.

As presentes células-tronco ou progenitoras sédo
claramente diferentes das células-tronco derivadas do
figado descritas anteriormente, como células ovais, por
exemplo, nas suas caracteristicas morfoldgicas e marcador
de expressédo.

As células-tronco ou progenitoras do figado adulto,
de acordo com a invengdo sdo particularmente UGteis na
medicina, hepatologia, erros inatos do metabolismo
hepatico, transplante, doengas infecciosas, insuficiéncia
hepédtica. Células-tronco ou progenitoras do figado, de
acordo com a invengdo sdo particularmente dteis para o
transplante de células do figado (humano), a elaboragdo de

modelos animais de transplante de células do figado humano,



10

15

20

25

15/148

figados bio-artificiais, in vitro figado 1linhagem de
células do figado e modelos animais de doengas humanas
adquiridas, testes de selegdo do metabolismo hepatico
(farmacocinética, citotoxicidade, genotoxicidade) e terapia
direcionada a genética de células do figado. As células-
tronco ou progenitoras do figado, de acordo com a invengdo
pode ser ainda diferenciadas em hepatdcitos.

A presente inveng¢do proporciona também uma composigao
farmacéutica compreende as células-tronco ou progenitoras
do figado, 1linhagem celular, ou populagdo celular, ou
descendentes destas, incluindo a descendéncia diferenciada,
esp. hepatdcitos ou células semelhantes a hepatdcitos,
opcionalmente modificadas geneticamente, de acordo com a
invenc¢do e de um portador farmaceuticamente aceitéavel.
Preferencialmente, as células do figado sdo células do
figado humano, ou células do figado de mamiferos.

A presente invengdo fornece também um método de
tratamento de doengas hepaticas compreendendo administrar
uma quantidade efetiva de células-tronco ou progenitoras do
figado, uma linhagem celular, ou populagdo celular destas,
ou descendentes destas, incluindo a descendéncia
diferenciada, esp. hepatdcitos ou células semelhantes a
hepatbécitos, opcionalmente modificadas geneticamente, de
acordo com a invenc¢do. Em uma modalidade, as doengas do

figado incluem, mas ndo estdo limitadas a fenilcetoniria e
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outras aminocacidopatias, hemofilia e outras deficiéncias do
fator de coagulacdo, hipercolesterolemia familiar, outras
desordens do metabolismo lipidico, perturbag¢des do ciclo da
ureia, glicogenoses, galactosemia, fructosemia,
tirosinemia, deficiéncias do metabolismo dos carboidratos e
proteinas, acidGria orgénica, doengas mitocondriais,
doengas iisossomais e peroxissomais, anormalidade da
sintese protéica, defeitos dos portadores das células do
figado, defeito de glicosilagdo, hepatite, cirrose, erros
inatos de metabolismo, insuficiéncia hepéatica aguda,
infeccgédo hepatica aguda, toxicidade . quiﬁica aguda,
insuficiéncia hepatica crdnica, colangite, cirrose biliar,
sindrome de Alagille, deficiéncia de alfa-l-antitripsina,
hepatite autoimune, atresia biliar, céncer de figado,
doenca cistica hepatica, gordura no figado, galactosemia,
cdlculos biliares, sindrome de Gilbert, hemocromatose,
hepatite A, hepatite B, hepatite C, e outras infecgdes
virais hepaticas, porfiria, colangite esclerosante
primaria, sindrome de Reye, sarcoidose, tirosinemia,
glicogenose tipo 1, ou doenga de Wilson.

A presente invengdo fornece também um método para
tratar erros de expressdo genética que compreende: (i)
introduzir em uma célula-tronco ou progenitora do figado,
incluindo, incluindo a descendéncia diferenciada, esp.

hepatécitos ou células semelhantes a hepatdcitos, de acordo
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com a inveng¢do uma cdpia funcional de um gene para fornecer
uma populag¢do transformada, e (ii)' introduzir em um
paciente do figado, que estd doente com necessidade de uma
cbépia funcional do gene, pelo menos uma porgao da populagdo
transformada. Alternativamente, a populagdo transformada
pode ser introduzida em um figado de mamifero ndo-humano,
para produzir um novo modelo animal de patologia hepatica.

A presente invengdo também proporciona uma composigdo
para o tratamento de erros de uma expressdao genética que
compreende células-tronco ou progenitoras do figado
transformadas ou, linhagem celular, ou populag¢adao celular,
ou descendentes destas, incluindo a descendéncia
diferenciada, esp. hepatdécitos ou células semelhantes a
hepatdécitos, opcionalmente modificadas geneticamente, de
acordo com a invengdo em que uma cbdpia funcional de um gene
foi introduzido.

A presente invengdo proporciona também uma composigdo
farmacéutica para tratar erros de uma expressdao genética
que compreende células-tronco ou progenitoras do figado
transformadas ou, linhagem celular, ou populagdo celular,
ou descendentes destas, incluindo a descendéncia
diferenciada, esp. hepatdcitos ou células semelhantes a
hepatdécitos, opcionalmente modificadas geneticamente, de
acordo com a invencdo em gque uma cdpia funcional de um gene

foi introduzido e introduzido e um portador
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farmaceuticamente aceitavel.

A presente invencdo fornece também um método para
melhorar a regenerag¢do de figado doente ou ferido que
compreende administrar no figado uma quantidade efetiva de
células-tronco ou progenitoras do figado, linhagem celular
ou populagdo celular destas, ou descendentes destas,
incluindo a descendéncia diferenciada, esp. hepatécitos ou
células semelhantes a hepatécitos, opcionalmente
modificadas geneticamente, de acordo com a invengdo.

A presente invengdo fornece também um dispositivo
para assistir o figado que compreende um recipiente para
acolher as células-tronco ou progenitoras do figado, a
linhagem celular ou populagdo de célula destas, ou
descendentes destas, incluindo a descendéncia diferenciada,
esp. hepatdcitos ou células semelhantes a hepatdcitos,
opcionalmente modificadas geneticamente, de acordo com a
invengado.

A presente invencdo fornece também um método pafa
realizar de testes de toxicidade in vitro compreendehdo:
expor a um agente de teste uma célula-tronco ou progenitora
do figado, uma linhagem celular, ou populagdao celular, ou
descendentes destas, incluindo a descendéncia diferenciada,
esp. hepatécitos ou células semelhantes a hepatdcitos,
opcionalmente modificadas geneticamente, de acordo com a

invencdo, e observando pelo menos um efeito, se for o caso,
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do agente de teste sobre a populagdo celular do figado.
Preferencialmente, a pelo menos um efeito inclui um efeito
sobre a viabilidade celular, func¢édo celular, ou ambas.

A presente invengdo fornece também um método de
realizacdo de estudos do metabolismo da droga in wvitro
compreende: (i) expor as células-tronco ou progenitoras do
figado, 7 linhagem celular ou populacgdo celular ou
descendentes destas, incluindo a descendéncia diferenciada,
esp. hepatdécitos ou células semelhantes a hepatdcitos,
opcionalmente modificadas geneticamente, de acordo com a
invencdo, para um agente de teste, e (ii) observar pelo
menos uma mudanca, se for o caso, envolvendo o agente de_
teste apds o periodo de teste predeterminado.
Preferencialmente, pelo menos uma mudanga inclui uma
mudan¢ca na estrutura, concentragdo, ou em ambas do agente
de teste.

A presente invengdo fornece também um método eficaz
para realizar um teste de detecgdo de agentes para tratar
infecgdes do figado compreendendo: (i) - infectar com um
agente infeccioso de interesse as células-tronco ou
progenitoras do figado, 1linhagem celular ou populagao
celular ou descendentes destas, incluindo a descendéncia
diferenciada, esp. hepatdédcitos ou células semelhantes a
hepatécitos, opcionalmente modificadas geneticamente, de

acordo com a inveng¢do para proporcionar uma populagdo
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infectada, (ii) expor a populagdo infectada a uma
determinada quantidade de agente de teste, e (iii) observar
os efeitos, se for o caso, da exposigdo sobre a populagao
infectada. Em uma modalidade, o agente infeccioso incluir
um microorganismo. Em uma modalidade, o agente infeccioso
incluir um ou mais virus, bactérias, fungos, ou combinag¢des
dos mesmos. Em uma- modalidade, os efeitos observados
incluem os efeitos sobre a replicagdo viral de um agente
infeccioso viral. Preferencialmente, o agente infeccioso
viral incluir um virus da hepatite.

A presente invengdo fornece também um método para
produzir uma proteina de interesse que compreende (i)
introduzir nas células-tronco ou progenitoras do figado,
linhagem celular ou populagdao celular ou descendentes
destas, incluindo a descendéncia diferenciada, esp.
hepatdécitos ou céluias semelhantes a hepatdcitos, de acordo
com a inveng¢do um gene funcional que codifica uma proteina
de interesse, (hei) incubar a dita populac¢dao celular sob
condigdes efetivas para transcrigao, translacgédo e,
opcionalmente, a modificagdo pds-translacional toma lugar,
e (iii) coletar a proteina de interesse. Preferencialmente,
as células do figado sdo células do figado humano. Em uma
modalidade, a proteina de interesse compreende uma vacina
com antigeno.

A presente inveng¢do fornece também um método de
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condugdo in vitro ou in wvivo de estudos sobre
desenvolvimento do figado e diferenciagdo dos hepatdcitos
compreendendo: expor uma célula-tronco ou progenitora do
figado, uma linhagem celular, ou populagdo celular, ou
descendentes destas, incluindo a descendéncia diferenciada,
de acordo com a invencdo, in vitro ou in vivo, as condigdes
que afetam as condigdes de diferenciacdo e observar pelo
menos um efeito sobre a populagdo das células.

A presente invengdo abrange as células, a preparagao,
a caracterizacdo, a cultura, e o método de produgdo das
mesmas.

A presente invengdo abrange também a preservagio
destas células em por criopreservagao e .cultura das
células.

A presente invengdo abrange também a técnica de
transplante de células em animais e seres humanos.

A presente invengdo abrange também a utilizagdo de
células-tronco do figado, de acordo com a invengdo, para a
preparagdo de um medicamento para o tratamento das doengas
acima mencionadas. A presente invengdo abrange também a
utilizac3o de células-tronco do figado, de acordo com a

invencdo em um kit ou em parte de um kit.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A Figura 1, mostra a aparéncia morfoldgica de um
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figado humano adulto derivado de células-tronco ou
progenitoras da invengdo (ADHLSC), com preparado no exemplo
1, apbs 1 més de cultura, utilizando microscopia OJoptica
(contraste de fase). A, em menor confluéncia; B, em maior
confluéncia. Ampliagdo 100 x

A Figura 2A: a presenga de coléraqéo por
imunofluorescéncia dé figado humano adulto derivado de
células-tronco ou progenitoras da invengao (ADHLSC), com
preparado no exemplo 1, depois de 1 més-cultura, para a
alfa-actina misculo liso (Al), vimentina (A2) e albumina
(A3, policlonal, A4, monoclonal), B: perfis de expressdo
genética RT-PCR do referido (ADHLSC, faixa 1) linhagem
celular, em comparagdo com hepatdcitos humanos'(hHep, faixa
2), células estreladas humanas (HSC, faixa 3) . e
hepatoblastoma humano (HepG2, faixas 4).

A Figura 3, mostra a diferenciagdo do figado humano
adulto derivado de <células-tronco ou progenitoras da
invencdo (ADHLSC) em linhagem semelhante aos hepatécitos in
vitro. As células foram diferenciadas como no exemplo 1,
fotografias foram tiradas no dia 2 (J2), dia 14 (J14) e dia
30 (J30) do processo.

A Figura 4 mostra varias imagens de coloragdo com
hematoxilina e eosina do figado quimérico de uPA/SCID
camundongos transplantados com células ADHLSC

indiferenciadas, conforme detalhado no exemplo 1,
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demonstrando que estas células se tornam hepatdcitos
diferenciados.

A Figura 5 mostra varias imagens de coloragado de
albumina humana revelou a origem humana da populagédo
semelhante a hepatdcitos humanos 10 semanas pés—transplante
como no exemplo 1 com ADHLSC indiferenciados.

DESCRICAO DETALHADA

Como usado aqui, as formas singulares de "a", "um" e
"o" incluem tanto singular como plural referentes ao
contexto a menos que claramente se diga o contrario. A
titulo de exemplo, "uma célula" se refere a uma ou mais
células.

Os termos "compreendendo", "compreende" e '"composto
de” como usados aqui sdo usados sindnimos de "incluindo",
"inclui" ou ‘"contendo", "contém", e sd3c inclusivos, ou
est3o em aberto e que ndo exclui adicional, elementos ndo
recitados, elementos ou etapas de métodos.

Todas as referéncias citadas no presente relatdrio
s3o incorporadas por referéncia na sua totalidade.
Particularmente, os ensinamentos de todas as referéncias
aqui especificamente citadas sdo incorporados como

referéncia.

A obtengdo de células da invengao

Em um aspecto, a presente invengdo fornece um método
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para a obtengdo de célula-tronco ou progenitora isolada ou
a uma populacdo celular que compreende a dita célula-tronco
ou progenitora, o método inclui: (a) dissociar o figado
adulto ou parte dele para formam uma populagdo celular
primdrias, apartir do dito figado adulto ou parte deste,
(b) plagquear a populagdo celular primdria sobre um
substrato que permite a aderéncia de células a este, e (c)
cultivar células da populagdo celular primdrias, gque aderiu
ao dito substrato, por pelo menos 7 dias, preferivelmente,
por pelo 10, pelo menos 13 ou pelo menos 15 dias.

Como usado agqui, o termo "célula isolada" se refere
geralmente a uma célula que ndo estd associada a uma ou
mais células ou a um ou mais componentes celulares com que
a célula estd associada in vivo. Por exemplo, uma célula
isolada pode ter sido removida de seu ambiente nativo, ou
pode resultar de propagagao, por exemplo, propagagdo ex
vivo, de uma célula que foil removida de seu ambiente
nativo.

O termo "in vitro", como usado aqui denota exterior,
ou externo ao corpo humano ou animal. O termo "in vitro"
como usado aqui deve ser entendido para incluir "ex vivo".
O termo "ex vivo" normalmente se refere a tecidos ou
células retiradas de um corpo humano ou animal ou
propagadas fora do corpo, por exemplo, em uma meio de

cultura.
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O termo "populacdo celular" se refere geralmente a um
agrupamento de células. Salvo indicag¢do contréaria, o termo
se refere a um agrupamento de células constituido de ou
compreendendo células isoladas, como definido neste
documento.

A populagdo celular pode ser composta de células com
um fendétipo comum ou pode compreender, pelo menos, uma
fracgdo de células com um fendétipo comum. As células sdo
ditas por ter um fendtipo comum quando sdo substancialmente
semeihantes ou idénticas, em uma ou mais caracteristicas
demonstraveis, incluindo, mas ndo 1limitadas a aparéncia
morfoldgica, presenga, auséncia ou nivel de expressdo de
determinados produtos ou componentes celulares, por
exemplo, RNA, proteinas ou outras substdncias, a atividade
de determinadas vias bioquimicas, a capacidade de
proliferagdo e/ou cinética, diferenciag¢do potencial e/ou
resposta a sinais de diferenciagdo ou comportamento durante
o cultivo in wvitro (por exemplo, aderéncia, n3do-adesio,
crescimento da monocamada, cinética da proliferagdo, ou
algo do género). Tails caracteristicas demonstraveis podem,
portanto, definir uma populagdo celular ou uma fracgdo
desta.

Quando uma populagdo celular € dita aqui como sendo
"heterogénea", isto geralmente denota uma populagdo celular

que compreende duas ou mais células ou fragdes de células
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que ndo tém um fendtipo comum, por exemplo, uma populagdo
celular que compreende células de dois ou mais diferentes
tipos de células. Por meio do exemplo e sem limitar, uma
populagdo celular heterogénea pode ser isolada do figado, e
pode incluir diversos tipos de células do figado,
incluindo, mas ndo se limitado aos hepatdécitos (por
exemplo, hepatdcitos pequenos e grandes), colangidcitos,
Células Kupffer, células estreladas do figado (Cé&lula de
Ito) e células endoteliais do figado.

Quando uma populagdo celular é citada agqui como sendo
"homogénea", esta & constituida por células que um fendtipo
em comum. A populagdo celular mencionada aqui como sendo
"substancialmente homogénea™ compreende uma maioria
substancial de c¢élulas tendo um fendétipo em comum. A
populagao celular "substancialmente homogénea™" pode
compreender pelo menos 70%, por exemplo, pelo menos, 80%,
preferivelmente, pelo menos, 90%, por exemplo, pelo menos,
95%, ou ainda pelo menos, 99% das células que tém um
fenétipo em comum, tais como o fendtipo especificamente
referido (por exemplo, o fendétipo das células-tronco ou
células progenitoras) . Como usado aqui, o termo
"substancialmente homogénea", conforme usado neste
documento podem, portanto, também abranger uma populagdo

homogénea.

A expressdo "populagdo celular compreende as células-
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tronco ou progenitoras" se refere a uma populagdo celular,
tal como definido aqui compreende pelo menos uma célula-
tronco ou progenitora e normalmente uma fragdo de célula-
tronco ou célula progenitora, como aqui definida.
Normalmente, as células-tronco ou progenitoras da dita
frag¢do podem ter um fendtipo comum.

O termo "células progenitoras" se refere geralmente a
uma célula de proliferagdo competente e relativamente menos
especializada ou ndo especializada, que ou as descendentes
destas podem dar origem a pelo menos um tipo de célula
relativamente mais especializada. Por meio de exemplo e ndo
de limitag¢do, uma célula progenitora pode dar origem aos
descendentes que podem diferenciar em uma ou mais linhagens
para proauzir mais células relativamente mais
especializadas, onde tais células relativamente mais
especializada crescente e/ou descendentes podem ser elas
prdprias células progenitoras, ou mesmo para produzir
células diferenciadas terminalmente, ou seja, células
totalmente especializadas, que pode ser pds-mitose. O termo
abrange também as células-tronco definidas aqui.

Uma célula progenitora é dito para "dar lugar" a uma
outra, relativamente mais células especializadas, quando,
por meio de exemplo e ndo de limitagdo, as células
progenitoras diferenciadas se tornam outras células, sem

sofrer a primeira divisdo celular, ou a outra célula &
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produzida apdés um ou mais ciclos de divis3o celular e/ou
diferenciagdo das células progenitoras ou descendentes.

O termo "células-tronco" se refere a uma das células
progenitoras capazes de auto-renovagao, ou seja, podem
proliferar sem diferenciacdo, segundo o qual a descendéncia
de uma das células-tronco ou pelo menos parte dela mantém
substancialmente o ndo especializado ou relativamente menos
especializados fendtipo, a diferenciagdo potencial, e a
competéncia da proliferagdao da célula-tronco mde. O termo
engloba as células-tronco substancialmente capazes de auto-
renovagdo ilimitada, ou seja, onde a capacidade da
descendéncia ou parte desta para uma proliferagdo adicional
ndo seja substancialmente reduzida em comparagdo com a
célula m3e, assim como as células-tronco que exibem auto-
renovagao limitada, ou seja, onde a capacidade da
descendéncia ou parte desta para uma maior proliferagdo é
comprovadamente reduzida em comparag¢do com a célula mae.

Uma pessoa versada sabe que geralmente as
propriedades acima se referem a comportamento in vivo das
células-tronco e progenitoras e, e pode em condigdes
adequadas ser totalmente ou em parte, pelo menos,
reproduzida in vitro e/ou ex vivo.

Baseado na capacidade de dar origem a diversos tipos
de células, uma célula-tronco ou progenitora podem ser

geralmente descritas como totipotentes, pluripotentes,
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multipotente ou unipotente. Uma Gnica célula “totipotentes”
é definida como sendo capaz de crescer, ou seja,
desenvolver, em todo um organismo. A célula “pluripotente”
ndo é capaz de crescer em todo um organismo, mas & capaz de
dar lugar a todos os tipos de células provenientes de trés
camadas germinais, isto é, mesoderme, endoderme e
ectoderme, e podem ser capazes de dar origem a todos os
tipos de células de um organismo. A célula “multipotente” é
capaz de dar lugar a pelo menos um tipo de célula de cada
de dois ou mails O6rgdos diferentes ou tecidos de um
organismo, onde os ditos tipos de células podem ser da
mesma ou de diferentes camadas germinais, mas ndo é capaz
de dar lugar a todos os tipos de células de um organismo. A
célula “unipotente” é capaz de diferenciar as células de
apenas uma linhagem celular.

Os termos "diferenciacdo", "diferenciando" ou seus
derivados s3o utilizados aqui para denotar o processo pelo
gqual uma célula ndo especializada ou relativamente menos
especializada se torna relativamente mais especializadas.
No contexto da célula ontogenia, o adjetivo "diferenciado"
é um termo relativo. Assim, uma "célula diferenciada" & uma
célula gque diminui progressivamente certo percurso de
desenvolvimento ao qual a célula estd sendo comparada. Uma
célula diferenciada pode, por exemplo, ser um ﬁerminal de

células diferenciadas, ou seja, uma célula especializada
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plenamente que ocupa fungdes especializadas em diferentes
tecidos e Orgdos de um organismo, e gque pode, mas nao
precisa de ser pds-mitose. Em outro exemplo, uma célula
diferenciada também pode ser uma célula progenitora dentro
de linhagem diferenciada, que pode ainda se proliferar e/ou
diferenciar. Do mesmo modo, uma célula é '"relativamente
mais especializada", se esta reteve o progresso de um certo
percurso de desenvolvimento ao gqual a célula estd sendo
comparada, onde este Gltimo é, por conseguinte,
considerados "n3o especializado" ou "relativamente menos
especializados". Uma célula relativamente mais
especializada pode diferir de célula relativamente menos
especializada ou ndo especializada em uma ou mais
caracteristicas fenotipicas demonstraveis, tails como, por
exemplo, a presenga, auséncia ou nivel de expressdo de
determinados produtos ou componentes celulares, por
exemplo, RNA, proteinas ou outras substéncias, a atividade
de determinadas vias bioquimicas, aparéncia morfoldgica, a
capacidade de proliferagdo e/ou cinética, diferenciagédo
potencial e/ou resposta a sinais de diferenciagdo, etc,
onde tais caracteristicas significam a progressdo da célula
ainda mais relativamente especializada, ao longo do dito
caminho do desenvolvimento.

Exemplos ndo limitadores da diferenciagdo podem

incluir, por exemplo, a uma mudanga de células-tronco
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pluripotentes em um determinado tipo de células-tronco ou
progenitorés multipotentes, a mudang¢a de uma célula-tronco
ou progenitoras multipotente em um determinado tipo de
célula-tronco ou progenitoras unipotente, ou a mudanga de
uma célula-tronco ou progenitoras unipotente para mais
tipos de células especializadas ou para células
especializadas terminalmente dentro de uma determinada
linhagem celular. A diferenciag¢do de wuma célula menos
especializada ou ndo especializada para uma célula mais
especializada pode progredir através da aparéncia das
células com grau intermediario da especializagao.

Dissociag¢do do tecido hepatico

Como mencionado, o método da inven¢do compreende uma
etapa de dissociar o figado adulto ou parte deste para
formar uma populagdo celular primdrias, a partir do dito
figado adulto ou parte deste.

O termo "figado" se refere ao 6rgao figado. A
expressdo "parte do figado" geralmente se refere a qualquer
parte do figado, sem qualquer limitagdo quanto a quantidade
da referida parte ou a regido do figado onde se origina.
Preferencialmente, todos os tipos de células presentes no
figado podem também ser representados na referida parte do
figado. A quantidade da parte do figado pode, pelo menos em
parte, seguir considerag¢des de ordem pratica, por exemplo,

a necessidade 'de obter células Thepaticas ©primérias
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suficientes para realizar razoavelmente o método da
invencdo. Essas consideragdes serdo aparentes a uma pessoa
versada, tendo em vista ds presentes ensinamentos. Assim,
por meio de exemplo e ndo de limitagdo, uma parte do figado
pode representar (tipicamente w/w), pelo menos, 0,1% do
figado, ou pelo menos 1%, ou pelo menos 10% ou pelo menos
20%, ou pelo menos 30% ou pelo menos 40% ou pelo menos 50%
ou pelo menos 60% ou pelo menos 70% ou pelo menos 80% ou
pelo menos 90% ou mais do figado. Em outros exemplos ndo
limitativos, uma parte do figado pode ser de pelo menos 1
g, ou pelo menos 10g, 100g ou pelo menos ou pelo menos
200g, ou pelo menos 300g, ou pelo menos 400g, ou pelo menos
500g ou pelo menos 600g, ou pelo menos 700g, ou pelo menos
800g, ou pelo menos 900g ou pelo menos 1000g, ou pelo menos
1100g, ou pelo menos 1200g, ou pelo menos 1300g ou pelo
menos 1400g ou mais. Por exemplo, uma parte do figado pode
ser um lobo hepético, por exemplo, 1lobo direito ou
esquerdo, ou segmento IV ressecado durante a operagdo de
dividir o figado.

O termo "figado adulto", conforme usado neste
documento se refere ao figado que tenha atingido maturidade
substancial de desenvolvimento da organizagdo do tecido e
composigdo celular.

Particularmente, sabe-se gque uma pessoa versada que O

figado pode sofrer alteragdes durante um periodo de tempo,
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imediatamente apds o nascimento, se depois ele atingir uma
organizag¢do de maturidade substancial. Por exemplo, no ser
humano, o figado ao nascimento contém uma consideréavel
populagao celular hematopoiéticas, que desaparecem
substancialmente a partir do figado dentro de cerca de 1-2
semanas apds o© nascimento. Além disso, o figado de seres
humanos no nascimento contém uma populag¢do celular
progenitoras hepatica, que sdo substancialmente
substituidas por células hepatdcitas e biliares maduras
dentro de varios meses apds o nascimento.

Assim, no ser humano, "figado adulto" se refere ao
figado de um sujeito que a qualquer momento apds o
nascimento, preferivelmente em gm tempo integral, e pode
ser, por exemplo, pelo menos um més de idade, por exemplo,
pelo menos 2 meses, pelo menos 3 meses, por exemplo, pelo
menos 4 meses, pelo menos 5 meses, por exemplo, pelo menos
6 meses apds o nascimento, tal como, por exemplo, 1 ano ou
mais, 5 anos ou mais, pelo menos 10 anos ou mais, 15 anos
ou mais, 20 anos ou mais, ou 25 anos ou mais apds O
nascimento. Assim, um "figado adulto", ou figado maduro,
pode ser encontrado em seres humanos que de outro modo
seriam descritas nos termos convencionais de "recém-
nascido", "infantil", "juvenil", "adolescente" ou "adulto".

Uma pessoa versada ird apreciar que o figado pode

atingir uma maturidade substancial de desenvolvimento em
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diferentes intervalos de tempo pds-natal em diferentes
espécies animais, e pode adequadamente construir o termo
"figado adulto", com referéncia a cada espécie.

O figado ou parte deste é obtido a partir de um
"sujeito" ou "doador", referindo-se a um animal vertebrado,
preferivelmente um mamifero, mais preferivelmente um
humano.

o termo "mamifero" inclui quaisquer animais
classificados como tal, incluindo mas ndo limitado a seres
humanoé, animais domésticos e de criacao, animais
selvagens, animais de estimagdo, animails de compania e
animais de experimentais, como, por exemplo, ratos,
ratinhos, coelhos, c3es, gatos, vacas, cavalos, porcos e
primatas, por exemplo, macacos e gorilas.

Em uma modalidade particularmente preferida, o figado
adulto ou parte deste & de um ser humano. Como detalhado em
outra parte deste relatdrio, células-tronco ou progenitoras
ou linhagem celular ou descendente destas derivadas de
acordo com a invencdo de figados de seres humanos, podem
ser vantajosamente utilizadas, por exemplo, na pesquisa e
na terapia de doentes, esp. pacientes humanos, que sofrem
de doencas hepaticas.

Em outra modalidade, o figado adulto ou parte deste
pode ser proveniente de animal n&3o humano, preferivelmente

um mamifero n3o-humano. As células-tronco ou progenitoras
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ou linhagem celular, ou descendentes, derivados de  acordo
com a invengdo a partir de figados de animal ndo-humano ou
mamifero n3o-humano pode ser vantajosa wutilizadas, por
exemplo, na pesquisa e na terapia de doengas hepaticas nos
membros do mesmo, relacionadas ou outros animais néo-
humanos ou espécies de mamiferos ndo-humanos, ou mesmo na
terapia de>pacientes humanas que sofrem de doenga hepatica
(por exemplo, xenotransplantag¢do, bio-figado artificial

compreendendo dispositivos ndo-humanos ou animais de

‘mamiferos ndo-humanos). Por meio de exemplo e ndo de

limitagdo, especialmente células de mamifero ndo-humano sdo
adequadas para uso em terapias humanas podem @ ser
origindrias de suinos.

Um doador vivo ou morto, conforme determinado pelos

critérios da arte adotada, tais como, por exemplo,
critérios de '"coracgdo-pulmdo" (geralmente envolvendo uma
cessacgao funcdes circulatdrias e respiratdrias
irreversiveis) ou a critérios de "morte cerebral"

(geralmente envolvendo uma cessagdo irreversivel de todas
as funcdes do cérebro, incluindo o tronco encefdlico). A
colheita pode envolver procedimentos conhecidos na arte,
como, por exemplo, bidpsia, ressecg¢do ou excisao.

Uma pessoa versada ird apreciar que, pelo menos,
alguns aspectos da colheita figado ou ©parte deste’

proveniente de doadores podem ser sujeitas a normas éticas
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e legais respectivamente. Por meio de exemplo e ndo de
limitacdo, a colheita de tecidos do figado proveniente de
um ser humano pode necessitar de ser compativel com o
organismo da vida do doador. Assim, apenas uma parte do
figado pode normalmente sdo removidas de um doador humano,
por exemplo, utilizando bidpsia ou ressecgdo, assim um
nivel adequado de fung¢des fisioldgicas do figado & mantido
no doador. Por outro lado, a colheita do figado ou parte
deste a partir de um animal ndo-humano pode, mas néao
necessariamente precisa ser compativel com a sobrevivéncia
de animais nd3o-humanos. Por exemplo, os animais ndo-humanos
pode ser abatidos apds a colheita do tecido. Estas
consideracdes andlogas e sera evidente para uma pessoa
versada e refletem padrdes legais e éticos e nado estdo
substancialmente relacionadas com a esséncia da invencao.
Em uma modalidade, o figado ou parte deste pode ser
obtido a partir de um doador, esp. doador humano, gque tem
circulac¢do prolongada, por exemplo, a batida do coragéo, e
funcgdes respiratdérias prolongada, por exemplo, respiragédo
pulmonar ou respiracdo artificial . Sob reserva da ética e
normas legais, os doadores podem ter ou ndo morte cerebral
(por exemplo, a retirada de todo o figado ou parte deste, o
gue ndo seria compativel com uma maior sobrevivéncia de um
doador humano, pode ser autorizada em cérebro de ser humano

morto). A Colheita do figado ou de parte deste proveniente
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P

de tais doadores & Vantajosamente, uma vez que o tecido nao
sofre substancial anoxia (falta de oxigenagdo), o Que
geralmente resulta em isquemia (cessag¢do da circulagdo) .

Em outra modalidade, e como surpreendentemente
realizado pelos presentes inventores, o figado ou parte
deste pode ser obtido a partir de um doador, esp. doador
hunano, que no momento da colheita de tecidos tenha cessado
a circulagdo, por exemplo, sem batimentos do coracéo; e/ou
tenha cessado as fungdes respiratdrias, por exemplo, sem
respiragdo pulmonar e sem respirag¢do artificial . Enquanto,
o figado ou parte deste proveniente de tais doadores podem
ter sofrido pelo menos um certo grau de anoxia, os
presentes inventores compreenderam dgue a viabilidade de
células-tronco ou progenitoras, de acordo com a presente
inven¢do também pode ser obtida a partir desses tecidos. O
figado ou parte deste pode ser colhido no dentro de cerca
de 24h apds a cessada a circulagdo do doador (por exemplo,
batimento cardiaco), por exemplo, dentro de cerca de 20h,
por exemplo, dentro de cerca de 16h, mais preferivelmente
dentro de cerca de 12h, por exemplo, dentro de cerca de 8h,
ainda mais preferencialmente dentro de cerca de 6h, por
exemplo, dentro de cerca de 5h, dentro de cerca de 4h ou
dentro de cerca de 3h, ainda mais preferivelmente dentfo de
cerca de 2h, e mais preferivelmente dentro de cerca de 1h,

tais como, dentro de cerca de 45, 30 ou 15 minutos apds o
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interrompimento da circulagdo do doador (por exemplo,
batimenté cardiaco) .

Os tecidos colhidos como acima podem ser resfriados a
temperatura ambiente, ou a uma temperatura inferior a
temperatura ambiente, mas geralmente o congelamento do
tecido ou de partes dos mesmos & evitado, especialmente
porque tal congelamento poderia resultar em nucleagdo ou
aparecimento de cristais de gelo. Por exemplo, os tecidos
podem ser mantidos em qualquer temperatura entre cerca de
1°C, e temperatura ambiente, entre cerca de 2°C e a
temperatura ambienté, entre cerca de 3°C, e temperatura
ambiente ou entre cerca de 4°C, e temperatura ambiente, e
podem ser vantajosamente mantidos a cerca de 4°C. Os
tecidos também podem ser mantidos "no gelo", tal como
conhecidos, na arte. O tecido.pode ser resfriado por todo
ou parte do tempo isquémico, ou seja, o periodo apds a
cessagdo da circulagdo do doador. Ou seja, os tecidos podem
ser submetidos & isquemia quente, isquemia fria, ou uma
combinac¢do de isquemia quente e fria. Os tecidos podem ser
colhidos e conservados durante, por exemplo, até 48h antes
do processamento, preferivelmente por menos de 24h, por
exemplo, menos de 16h, mais preferivelmente por menos de
12h, por exemplo, menos de 10h, menos de 6h, menos de 3h,
menos de 2h ou menos de 1h.

Os tecidos colhidos podem ser vantajosamente, mas ndo
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precisam ser mantidos em, por exemplo, totalmente ou pelo
menos parcialmente submersos em um meio adequado e/ou pode
ser, mas ndo precisam ser perfundidos no meio adegquado,
antes ainda do processamento do tecido. Uma pessoa versada
é capaz de selecionar um meio adequado, que pode ajudar na
sobrevivéncia das células do tecido durante o periodo antes
do processamento.

O método da invengdo compreende desassociar o figado
tecido adulto, como descrito acima, para formar uma
populagdo celular primarias.

O termo "desassociagdo" como usado aqui geralmente se
refere a ruptura parcial ou total da organizagdo celular de
um tecido ou ©6rgdo, ou seja, perturbar parcial ou
totalmente a associac3o entre as células e os componentes
celulares de um tecido ou &érgdo. Como pode ser entendido
por uma pessoa versada, com o objetivo de desassociar um
tecido ou o6rgdo é obter uma suspensao das células (uma
populagdo celular), do dito tecido ou d6rgdo. A suspensdo
pode compreender células Gnicas ou solitéarias, bem como as
células fisicamente anexadas para formar clusters ou clumps
de duas ou mais células. A desassociag¢do de preferéncia nido
provoca ou causa a menor redugdo possivel da viabilidade
celular.

Um método adequado para desassociag¢do do figado ou

parte deste para obter uma populagdo (suspensdo) de células
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primdrias destes pode ser gqualquer método conhecido na
arte, incluindo, mas nd3o limitado a, digestd@o enzimatica,
separagdo mecénica, filtragem, centrifugagdo e suas
combinac¢des. Em uma modalidade, o método de desassociagdo
do figado ou parte deste pode compreender digestdo
enzimdtica do tecido hepiatico para libertar as células do
figado. Em uma modalidade, o método de desassociagdo do
figado ou parte deste pode compreender ruptura mecdnica ou
separagdo do tecido hepético para libertar as células do
figado. Em uma modalidade, o método de desassociagdo do
figado ou parte deste pode incluir uma combinagdo de
digest3o enzimdtica e de ruptura mecdnica ou separagdo do
tecido hepatico para libertar as células do figado.

Os métodos para desassociagdo do figado ou parte
deste como acima estdo documentados na arte. Por exemplo, o
isolamento das células do figado do tecido hepatico é bem
conhecido desde meados dos anos 1960 (Howard et al. 1967. J
Célula Biol 35: 675-84). Hepatdcitos de ratos foram
isolados usando a combinagdo da técnica de digestdo
enzimdtica e mecédnica, posteriormente modificado por Berry
and friend (J Célula Biol 43: 506-20, 1969). Essa técnica
foi desenvolvida por Seglen para se tornar a técnica de
colagenase duas etapas, vastamente utilizada. (Methods
Célula Biol 13: 29-83, 1976).

Assim, em uma modalidade, o método de desassociagao
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do figado ou parte deste para obter wuma populagdo
(suspensdo) de células primadrias deste & ou compreendendo a
técnica de colagenase duas etapas. Uma pessoa versada &
ciente de que, desde a publicagdo da referida técnica
citada acima, diversas modificac®es tém sido descritas e/ou
sdo concebiveis, e estdo incluidas na invengédo.

Por meio de ilustragdo e ndo limitagdo segue uma
breve descrig¢dao da técnica das de colagenase <em duas
etapas. Por todo o figado, uma cdnula pode ser colocada no
maior vaso sanguineo existente no figado, e colocada e
presa por suturas. Quanto as partes ou segmentos do figado,
a cdnula pode ser colocada na abertura do vaso sanguineo do
paciente na superficie de corte, e presa por suturas. Neste
caso, as pequenas aberturas dos vasos sanguineos geralmente
precisam ser fechadas para impedir gque as solu¢gdes de
perfusdo escapem da superficie de corte. O tecido hepé&tico
é perfundidos com uma solugdo de tampdo bivalente livre de
cdtion pré-aquecida a 370°C contendo um agente quelante,
como, por exemplo, A&acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
ou &cido etilenoglicol tetracético (EGTA).

Solugdes tampdes podem compreender solugdes salinas,
tais como, por exemplo, N-2-hidroxietilpiperazina-N’'-&cido
etanosulfdénico (HEPES), Williams E. medium, solucdo salina
equilibrada Hank's, ou solugdo salina equilibrada de

Earl's, e pode incluir também sais como NaCl e KCI, entre
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outros. Isto leva a ‘uma perturbagdo das estruturas
desmosomal que prendem as células juntas. O tecido é entdo
perfundido com a solugdo tampdo contendo cétions bivalentes
(s), tais como Ca** e Mg®, e a matriz de enzimas
degradantes que atuam ao digerir o tecido. As células
primdria do figado, -esp. hepatdcitos, geralmente sdo

liberados pelo rompimento mecdnico suave, por exemplo,

" raspado com um pente, agitando, pressionando através de

filtros, por exemplo, filtros de ago inoxidavel, gaze de
algod3o ou tecido de ndilon, para mecanicamente completar o
processo de dissociagdo da célula. Esses filtros podem ter
peneiras com espessuras gque permitem a passagem de
hepatdcitos atravéé destas, por meio de exemplo e ndo de
limitacdo, com cerca de 0,1 milimetros ou mais, cerca de
0,25 milimetros ou mais, cerca de 0,50 milimetros ou mais,
cerca de 1 milimetro ou mais, ou cerca de 2 milimetros, 3
milimetros, 4 milimetros ou 5 milimetros. Uma sucessdo de
filtros com peneiras com poros de dimensdes que diminuem
progressivamente pode ser utilizada para dissociar
gradualmente o tecido ou células desprendidas. As células
s3o dissociadas s3o enxaguadas com um tampdo contendo um
inibidor de protease, soro e/ou plasma para a desativagédo
da colagenase e outras enzimas utilizadas no processo de
perfusdo, separadas por centrifugagdo a baixa velocidade,

por exemplo, compreendida entre 10 x g e 500 x g
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(vantajosamente, todos células vivas podem ser
substancialmente revestidas, enquanto que as células mortas
e detritos celulares s3o substancialmente eliminados), e as
pelotas obtidas sdo lavadas com solugdo de tampdo gelada
para purificar a suspensdo celular.

O nimero e a qualidade de células do figado isoladas
pode variar dependendo, por exemplo, da qualidade dos
tecidos utilizados, as composig¢des de perfusdo das solugdes
de tamp3o, bem como o tipo e a concentragdo da enzima.
Freqlilentemente, as enzimas usadas incluem, mas ndo se
limitam a, colagenase, pronase, tripsina, dispase,
hialuronidase, termolisina e pancreatina, e suas
combinagées. A colagenase é mais wusada, muitas vezes,
preparada a partir de bactérias (por exemplo, a partir de
Clostridium histolyticum), e pode muitas vezes constituir
de uma mistura de enzimas mal purificadas, que pode ter
agao enzimédtica inconsistente. Algumas das enzimas
apresentam atividade protease, que pode causar reagdes
indesejdveis que afetam a qualidade e a quantidade de
células saudaveis/viaveis. E entendido por aqueles versados
na arte que é preciso usar enzimas com pureza e gqualidade
suficientes para conseguir populagdes de células do figado
viaveis.

Outros métodos de colheita células hepaticas

primdrias podem excluir técnicas de digestdo enzimatica.
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A perturbag¢do mecédnica tem sido amplamente utilizada,
apesar do rendimento das células do figado produzidas por
esta forma tenderem a ser menor do que por digestédo
colagenase, além de ser menos consistentes. No entanto, os
métodos recentes envolvendo perfusdo sacarose-EDTA em
combinacdo com vibragdo controlada em um resfriamento
ambiente tém sido desenvolvida com razodvel sucesso
(Kravchenko et al. 2002. Célula Biol Int 26: 1003-1006). O
figado é realizado no local de perfusdo utilizando uma
solucdo de sacarose contendo EDTA (pH 7,4). Apds a
perfusdo, o figado é retirado do corpo, colocado em um
prato e, finamente dividido em um pequeno volume do meio de
gelo. As células dos fragmentos do figado s3o libertadas
por meio de desagregagdo vibragdo mecdnica controlada
(MVD) , utilizando um motor para homogenisar. A mistura
resultante produzida por este método pode entdo ser
filtrada através de malha grossa para dar uma primeira
suspensdo de células do figado. As células podem ser
suspensas no meio, e recuperadas por centrifugagdo. Assim
sendo, em uma modalidade, o desassociagdao de figado ou
parte deste pode ser a ruptura mecdnica.

Uma pessoa versada estd consciente de que a técnica
de colagenase de duas etapas pode ser especialmente
adaptada para a 1libertagdo pelo menos dos hepatédcitos

provenientes do tecido hepético. As suspensdes celulares
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obtidas wutilizando a referida técnica pode incluir uma
parte considerdvel dos hepatdécitos, e podem também incluir
outros tipos de células do figado. Como mencionado, os
presentes inventores perceberam que tais suspensdes
celulares sd3o particularmente uma matéria-prima adequada

para a obtengdo de células-tronco ou progenitoras da

invengao.

Em uma modalidade, o método de desassociac¢dao do
figado ou parte deste pode formar uma suspensao celular
(que poderd ser facilmente otimizado por wuma pessoa
versada) com pelo menos 10%, por exemplo, pelo menos 20%,
no minimo 30%, por exemplo, pelo menos 40%, no minimo 50%,
por exemplo, pelo menos 60%; pelo menos 70%, por exemplo,
pelo menos 80%, ou pelo menos 90%, ou até cerca de 100% de
células individuais, ou seja, células Gnicas.

Como mencionado, a desassociag¢do do tecido hepéatico,
assim fornece uma populagdo celular primdrias a partir do
dito figado adulto ou parte deste.

Como usado aqui, o termo "célula primdria" inclui
células presentes em uma suspensdo de células obtidas a
partir de um tecido ou 6rgéo de um sujeito, por exemplo,
por desassociagdo dos mesmos (ou seja, uma populagdo de
célula antes de serem chapeadas), as células presentes em
um tecido transplantado, tanto os tipos anteriores de

células quanto os chapeados pela primeira vez, e as células
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da suspensdo de células provenientes destas células
chapeadas pela primeira vez. O termo "célula secundaria" se
refere &s células em cultura, em todas as etapas
subseqlentes. Por conseguinte, quando as células‘primérias
chapeadas pela primeira vez sao passadas, por exemplo,
levantadas a partir de um substrato de superficie e re-
chapeadas, entdo elas s3o mencionadas neste documento como
células secundarias, assim como sdo todas as células nas
passagens subseqgientes.

A populagdo celular primdrias, tal como definida e
obtida aqui na desassocia¢do do figado ou parte deste pode
normalmente ser heterogéneo, ou seja, ela pode compreender
células pertencentes a mais de um tipo de célula gque estdo
compreendidas no figado. Exemplos de tipos de células gque
constituem o figado incluem, mas ndo estdo limitadas a
hepatécitos, colangidécitos (células do canal biliar),
células de Kupffer, células estreladas hepaticas (células
Ito), células ovais hepadticas e células endoteliais. Os
termos acima mencionados tém significados e estabelecidos
na arte e sdo amplamente entendida aqui como abrangendo
qualguer tipo de célula classificado como tal. Tipos de
células que constituem o figado ainda englobam células
hepaticas tanto parenquimatosas quanto nd3o-parenquimatosa.

Por meio de uma ilustrag¢do adicional, mas néado

limitativa, "hepatécitos" engloba epiteliais, células
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hepaticas parenquimatosa incluindo, mas ndo limitado a
hepatécitos de diferentes tamanhos (poxr exemplo,
hepatécitos de dimensdo "pequena", "média" e '"grande"),
ploidia (por exemplo: dipldides, tetrapldides, octaploides)
ou outras caracteristicas. Por exemplo, alguns autores
propdem gque os hepatdcitos "grandes", tal como definidos
aqui, sdo as células parenquimatosas responsavel por
funcdes fisioldgicas do figado, engquanto gque hepatdcitos
"pequenos" fornecem um reservatdrio de células progenitoras
empenhada no sentido do desenvolvimento dos hepatdcitos
(ver, por exemplo, Mitaka et al. Biochem Biophys Res Cémmun
214: 310-7, 1995). Além disso, através de ilustracdo e de
ndo limitacdo, "colangidcitos" englobam células epiteliais
dos canais biliares. Também por meio de ilustrag¢do e néao
limitagdo, "célula oval" engloba célula de morfologia
distinta (por exemplo, forma do nlcleo) e célula marcadora
de expressdo, tal como & conhecida na arte, que se propde a
ser células progenitoras capazes de, sob certas condig¢des,
dar origem a hepatdcitos e células do canal biliar (Lowes
et al. KN. 2003. J Gastroenterol Hepatol 18: 4-12; Yi et al
1999. J do Hepatology 31: 497-507).

Assim, em uma modalidade, uma populacdo heterogénea
de células hepdticas primarias pode compreende de pelo
menos duas células, por exemplo, pelo menos, trés ou pelo

menos gquatro ou mais tipos de células hepéaticas,
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constituindo, por exemplo, as células que pertencem a todas
ou quase todos os tipos de células que constituem o figado,
incluindo, mas n3o limitado aos tipos de células hepaticas
acima listadas. Uma pessoa versada apreciard gque a
heterogeneidade da populagdo pode incluir tipos de células
do figado que tenham sido previamente descritas como tal,
seja in vivo ou in vitro, bem como tipos de células do
figado, que ndo tenham sido anteriormente descritos,
classificados, isolados e/ou caracterizados na arte.

Uma pessoa versada também 1ir& apreciar que a
populacdo celular heterogéneas pode, mas ndo precisam
compreender varios tipos de células hepéticas na mesma ou
substancialmente as mesmas proporgdes relativas como
presentes no figado ou parte deste tendo sido dissociado.
Por exemplo, uma pessoa versada sabe gque particulares
maneiras de desassocia¢do dos tecidos hepaticos podem levar
a uma isolagdo mais efiéaz de um ou mais tipos de células,
em comparagdo com um ou Vvarios outros tipos de células,
segundo a qual a suspensdo das células podem ser obtida
propositadamente ou inadvertidamente enriquecer o antigo ou
mais tipos de células. Além disso, alguns métodos
desassociacdo podem diferentemente afetar a sobrevivéncia
e/ou a viabilidade de diferentes tipos de células do
figado. Além disso, uma pessoa versada na arte estd bem

ciente de métodos para enriquecer uma populagdo celular
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obtidas por desassociagdo do figado ou parte deste para um
ou mais tipos de células do figado desejado. Tais métodos
incluem, mas nao estdo limitados a centrifugagao
diferencial, centrifugagdo gradiente do dinamismo da
densidade, filtracdo, purifica¢do celular, purificagdo da
afinidade, digestdo por protease) ou algo do género.

Em uma modalidade, a heterogeneidade da populagdo
primadrias das células do figado pode incluir células que
pertencem a todos ou substancialmente todos os tipos de
células gque constituem o figado. Os presentes inventores
realizaram um método para a obtengdo de um tipo nao
revelado anteriormente de célula-tronco ou progenitora
proveniente do figado. No entanto, os inventores néao
desejam vincular por qualquer hipdtese sobre a origem da
dita nova células-tronco ou progenitoras.

Por meio de exemplo e ndo de limitagdo, a dita
célula-tronco ou progenitora, ou uma antecessora da mesma,
pode ter estado presente no figado, por exemplo, no
parénquima ou ndo-parénquim do messo. Por exemplo, tal
antecessora poderd ter tido fendétipo idéntico, similares ou
diferentes a partir do isolamento das células-tronco ou
progenitoras (por exemplo, cultivar de acordo com a
invencdo pode ter alterado o fendtipo da antecessora).
Alternativamente, ou, em adicdo, as células-tronco ou

progenitoras isoladas podem ter surgido devido a alteragao,
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por exemplo, a diferenciagdo ou de diferenciagdo, de um ou
mais tipos de células do figado, por exemplo, um tipo de
célula do figado que tem ou ndo tenha sido previamente
conhecidas. Tendo em vista, o método da preéente invencgdo
pode preferivelmente comegar a partir de wuma populacgédo
celular representativa de todos ou substancialmente todos
os tipos de células do figado.

Os inventores perceberam gque as células-tronco ou
progenitoras da invengdo podem ser vantajosamente obtidas a
partir de uma célula da populagdo formada por desassociagdo
do figado ou parte deste, onde a referida populagdo celular
compreende hepatdcitos. Assim, um método adequado para
desassociagdo do figado ou parte deste, de acordo com a
inven¢do representa uma populagdo celular que compreende
hepatdécitos. Sem se prender a nenhuma teoria, os inventores
pensaram que as células-tronco ou progenitoras da invengéo,
ou uma antecessora, €& co-liberada a partir de tecido
hepdtico por desassociag¢do do figado de maneira que libera
pelo menos hepatdcitos do figado.

Em uma modalidade, o método de desassociagdo do
figado ou parte deste pode formar uma populagdo celular que
compreende uma pro?orgéo de hepatdcitos que é pelo menos
cerca de 10%pelo menos cerca de 20%pelo menos 30%pelo menos
40%, preferivelmente, pelo menos, cerca de 50%, por

exemplo, pelo menos, 60%, mais preferivelmente, pelo menos,
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cerca de 70%, por exemplo pelo menos cerca de 80%, mais
preferivelmente ainda, pelo menos, cerca de 90% ou mais
como, por exemplo, pelo menos, cerca de 95% pelo menos
cerca de 96%pelo menos cerca de 97%pelo menos cerca de 98%
ou pelo menos cerca de 99%. Os inventores compreenderam que
o método de desassociagdo do figado ou parte deste que
forma uma populacdo celular que compreende uma proporgao
substancial dos hepatdécitos, por exemplo pelo menos cerca
de 50% ou mais como acima, prevé populagdes de células de
partida conveniente para a obtencdo de células-tronco ou
células progenitoras da invengao.

Em uma modalidade preferida, uma populacdo celular
que compreende as percentagens acima dos hepatdcitos podem
ser obtidas pela desassociagdo do figado ou parte deste,
sem incluir etapas para enriquecer ainda mais a populagdo
celular de hepatécitos e/ou outros tipos celulares.

Em outra modalidade, uma populagdo celular qgue
compreende as percentagens acima de hepatdcitos pode ser
obtida pela desassociagdo do figado ou parte deste e um ou
mais etapas novas para enriquecer a populag¢do celular de
hepatécitos e/ou outros tipos de células, esp. para
hepatbcitos.

No entanto, uma pessoa versada ird apreciar que as
células-tronco ou progenitoras da invengdo ou antecessoras

pode ser libertada do figado desassociagdo sob condigdes
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adequadas para libertar hepatécitos deste, pode, mas ndo
precisam sempre de, co-purificar com hepatdcitos, ou um ou
mais subgrupos de hepatdécitos (por exemplo, hepatdcitos
"grandes" ou "pequenos"), ou outros tipos de células, nos
métodos para enriquecer uma populacao celular de
hepatdécitos, subgrupos do mesmo, ou outros tipos de
células. E dentro da capacidade de uma pessoa versada para
selecionar métodos para enriquecer hepatdcitos ou outros
tipos de células, esp. por hepatdcitos, que mantém as
células-tronco ou progenitoras da invencgao, ou
antecessoras, resultando na populag¢do celular.

Além disso, uma pessoa versada, compreendera que as
células-tronco ou progenitoras da invencdo, ou uma
antecessora, pode ter certas propriedades (por exemplo,
propriedades fisicas ou superficie marcadora de expressdo)
que podem permitir gque seu enriquecimento na populagdo
celular obtidas a partir do figado, utilizando uma técnica
de separagdo adequada. Pode estar dentro do alcance de uma
pessoa versada determinar qual fragdo de uma populacdo
celular separada em fungdo de um ou mais critérios
compreende, ou é enriquecida para, as células-tronco ou
progenitoras da invengdo, ou uma antecessora. Isto pode ser
feito, por exemplo, pela cultivagdo das células dos varios
testes de fragdo de acordo com o método da invengdo e

verificar qual o rendimento da fragcdo ou fragdes das
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células-tronco ou progenitoras da invengdo.

Uma '"populagdo enriquecida" de células se refere a
uma populagdo celular em que um ou mais tipos de células
estdo presentes em maiores proporgdes do que a relagdo que
poderia ser encontrada in vivo ou na populag¢do celular
submetida ao enriquecimento.

Plaqueamento de células primdrias provenientes do
tecido hepético

O método da invengao compreende cultivar a populacgédo
de célula.priméria obtida por dissociar o tecido hepatico,
como explicado. Para este objetivo, a populagdo principal
das células do figado é chapeada sobre um substrato que
permite a aderéncia de células.

O termo T"galvanoplastia"™ & aqui utilizado como
sindnimo de semeadura ou inoculag¢do, e, em geral, se refere
4 introducdo de uma populagdoc celular in vitro em um
ambiente capaz de promover a sobrevivéncia e/ou crescimento
das células introduzidas. Tipicamente, o dito ambiente pode
ser feito em um sistemé que é devidamente delimitado a
partir do meio envolvente, de tal forma que se possa evitar
uma troca indesejdvel de matéria entre o meio ambiente e as
ditas imediagdes (evitando assim, por exemplo, a
contaminacdo do meio ambiente ou escapamento do meio de
cultura ou células deste), enguanto gque pode permitir a

troca continua ou intermitente de outros componentes de
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matérias Uteis entre os componentes o dito ambiente e
arredores (por exemplo, uma troca ocasional de uma parte ou
todo o meio de cultura, a troca continua de gases, ou a
colheita de células apds a cultura, etc.) Normalmente,
ambientes adequados para a cultura de células podem ser
gerados em meios de culﬁura bem conhecidos na arte, como,
por exemplo, frascos para cultura celular, placas e pratos
de pogo de véarios formatos.

Na presente invengdo, células (por exemplo, células
primdria do figado) sdo chapeadas sobre um substrato que
permite é aderéncia dé células, ou seja, uma superficie que
geralmente nd3o é repugnante a adesdo celular ou anexagao.
Isso pode ser realizado, por exemplo, por plagueado as
células em sistema de cultura (por exemplo, um meio de
cultura), que exibe uma ou mais superficies de substrato
compativeis com a adesdo celular. Quando a dita uma ou mais
superficies de substrato cantata a suspensdo de células

(por exemplo, a suspensdo em um médio) introduzidos no

gsistema de cultura de células, a aderéncia entre as células

e a superficies de substrato pode ser assegurada. Assim, a
expressdo "plaquear em um substrato que permite a aderéncia
de células neste" se refere & introdugdo de células em um
sistema que apresenta pelo menos uma superficies de
substrato que é geralmente compativel com a aderéncia das

células, de tal forma que as células chapeadas possam
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entrar em contato com a dita superficie de substrato. EM
principios gerais de manutengdo de culturas de células
aderentes sdo bem conhecidos na arte.

Em geral, um substrato que permite a aderéncia de
células que pode ser substancialmente qualquer substrato
hidrofilico. Como s3o conhecidas na arte, meio de cultura,
por exemplo, frascos de cultura, placas de pogo, pratos, ou
similares, pode ser normalmente feitos de uma grande
variedade de materiais poliméricos incluindo, mas ndo
limitado a poliacrilato, polimetilcrilato, policarbonatos,
poliestirenos, polissulfonas, polihidroxiacidos,
polianidridos, poliortoésteres, polifosfaceno,
polifosfatos, de poliésteres, nédilons ou misturas destes,
etc. Geralmente, meios de culturas feitos de tais materiais
sdo feitos de superficie tratada apds moldagem para prover
superficies de substrato hidrofilica, aumentando assim a
probabilidade de uma ligagdo celular efetiva.

A superficie de tratamento pode tomar a forma de uma
superficie de revestimento, ou pode envolver o uso de
energia dirigida & superficie com a intengdo de gerar
grupos quimicos sobre a superficie polimérica. Estes grupos
gquimicos terdo uma afinidade geral para &gua ou por outro
modo polaridade suficientes para permitir a adsorgdo
estdvel para outro grupo polar. Estes grupos funcionéis

permitem a hidrofilicidade e ou um aumento da superficie de
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oxigénio e sd3o propriedades reconhecidas para aumentar o
crescimento celular sobre as superficies de substratos
modificadas. Esses grupos gquimicos podem incluir grupos,
tais como as aminas, amidas, carbonilas, carboxilatos,
ésteres, hidroxilas, sulfidrila e similares. Exemplos de
energias dirigidas incluem descargas atmosféricas corona,
radiofreqiiéncia (RF) tratamento por plasma a Vvacuo,
Descarga de brilho DC de tratamento a plasma (por exemplo,
Us 6,617,152). O padrdo das ©préaticas atuais para
crescimento de células aderentes pode envolver a utilizagdo
de meios quimicos definidos com adigdo de animais de
espécies se soro bovino, humano ou de outro soro animal. O
soro adicionado, para fornecer nutrientes e/ou promotores
de crescimento, também podem promover a adesdo celular com
as superficies tratadas com revestimento pléstico com uma
camada de matriz de células que podem aderir melhor.

Uma superficie de substrato alternativa compativel
com a adesdo celular pode ser de vidro, opcionalmente a
superficie tratada para introduzir grupos funcionais, como,
por exemplo, listados acima, para aumentar a sua
hidrofilicidade.

Outras superficies de substrato aderente podem ser
geradas por meio de superficie de revestimento, por
exemplo, os revestimentos de superficies poliméricos ou

superficies poliméricas tratadas como acima. Em um exemplo
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ndo-limitativo pode envolver policdtions, tais como, por
exemplo, poliomitina ou polilisina.

Em outro exemplo, o revestimento preferido, e,
consequentemente o substrato compreendendo um ou mais
componentes de matriz extracelular, por eXxemplo, as
proteinas ECM, fibrina, laminina, colédgeno, preferivelmente
colageno tipo 1, glicosaminoglicanos, por exemplo, heparina
ou sulfato de heparano, fibronectina, gelatina,

vitronectina, elastina, tenascina, agrecana, agrina,

sialoproteina do osso, cartilagem de matriz protéica,

fibrinogénio, fibulina, mucinas, entactina, osteopontina,
plasminogénio, restrictina, serglicina, SPARC/osteonectina,
versicana, trombospondina 1, ou células de adesdo moléculas
incluindo caderina, conexinas, selectinas, por si s ou em
varias combinagdes.

Exemplos preferidos podem incluir £fibrina, laminina
ou colédgeno. Outros exemplos preferidos podem envolver
composig¢des compreendendo componentes ECM, tais como, por
exemplo, Matrigel® Basement Membrane Matrix (BD
Biosciences), que é a preparagao membrana basal
solubilizada extraida do sarcoma EHS do camundongo, um
tumor ECM rico em proteinas, com laminina como um
importante componente, seguido de colégeno tipo 4, sulfato
de heparano proteoglicanos, e entactina.

Uma modalidade preferida inclui revestimento que
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consiste de ou compreende colédgeno, esp. coldgeno tipo 1.

Como apreciado por aqueles versados na arte, as
células podem ser contadas de forma a facilitar o posterior
plaqueamento das células em uma densidade desejada. Como na
presente invengdo, quando as células sdo plaqueadas estas
podem primeiro aderir a superficie de substrato presente no
sistema de cultura'(por exemplo, em um meio de cultura), a
densidade pode ser expressa em nimero de células por mm® ou
placas por cm®’ da dita superficie de substrato. Na presente
invencdo, a densidade da desassociagdo primdria & obtida a
partir de células do figado ou parte deste e pode estar
entre 1x10° célula/mm?, por exemplo, entre 1x10' e 1x10°
células/mm2 entre 1x10%? e 1x10° células/mm2, por exemplo,
entre 1x10% e 1x10° células/mm2, entre 5x10° e 1x10* e 1x10°
e 1x10%® células/mm2, entre 1x10? e 1x10%, entre 5x10° e
5x10% células/mm2, entre 1x10* e 1x10°, entre 1x10° e 1x10%,
por exemplo, cerca de 1x10', 5x10%, 1x10%, 5x10% 1x10?,
5x10%, 6x10%, 5x10%, 7x10%, 8x10°, 9x10°, 1x10%, 2x10%, 3x10°%
5x10%, ou 1x10° células/mm2.

Normalmente, apds o plaqueamento das células primiria
do figado, a suspensdo celular & deixada em contato com a
superficie aderente para permitir a adesdo de células da
populacdo celular ao dito substrato. Em contato com as
células hepaticas primdrias substrato aderente, as células

podem ser vantajosamente suspensas em um ambiente que
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compreende pelo menos um meio, nos métodos da invengado
tipicamente um meio liquido, que apdia a sobrevivéncia e/ou
crescimento das células. O meio pode ser adicionado ao

sistema antes, junto com ou apds a introdugdo das células

deste.

O meio pode ser fresco, ou seja, que nao foi usado
anteriormente para a cultura de células, ou pode
compreender pelo menos, uma parte que tenha sido

condicionada previamente pela cultura de células, por
exemplo, a cultura de células que estdo sendo chapeadas ou
antecessoras destas, ou cultura de células mais distantes
relacionadas com as células ou nao relatada a serem
chapeadas.

Para facilitar a dita aderéncia, em modalidades, a
suspens3o da célula principal pode ser contatada com a
superficie aderente por pelo menos cerca de 0 h, por
exemplo, pelo menos cerca de 1lh, preferivelmente por pelo
menos cerca de 2h, por exemplo, pelo menos cerca de 4h,
mais preferivelmente, pelo menos cerca de 8h, por exemplo,
por pelo menos cerca de 12h, até mesmo mais preferivelmente
por pelo menos cerca de 16h, por exemplo, por menos cerca
de 20h, e mais preferivelmente por pelo menos cerca de 20
horas ou mais, por exemplo, por pelo menos, cerca de 30,
32, 36, 40, 44 ou 48h.

Em outras modalidades preferidas, a suspensdo da
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célula principal pode ser contatada com a superficie
aderente entre cerca de 2h e cerca de 48h, por exemplo,
entre cerca de 12h e cerca de 48h, preferivelmente entre
cerca de 12h e cerca de 36h, por exemplo, entre cerca de
16h e cerca de 32h, ainda mais preferivelmente entre cerca
de 20h e cerca de 28h, e mais preferivelmente por cerca de
24h.

Apesar dos tempos acima serem preferidos, tempos mais
curto ou mais longo podem também prever a anexagdo de
células compativeis com a presente invengdo, e uma pessoa
versada na arte pode otimizar esses tempos.

Apés as células da populagdo celular do figado
primdrias que sdo permitidas a se anexarem ao substrato
aderente, tal como descritas acima, as matérias ndo-
aderentes s3do removidas do sistema de cultura. Matérias
ndo-aderentes podem incluir, mas ndo se limitam as células
que n3o tenham sido anexadas ao substrato aderente (como,
por exemplo, as células que ndoc s&o propensas d aderéncia,
ou células gque n3o se anexam dentro do tempo permitido),
portanto s8o ndo vidveis ou células mortas, restos
celulares, etc. matérias aderentes nao podem ser
normalmente removidas por meio de descarte do sistema de
cultura, sendo que as células aderentes permanecem ligadas
ao substrato e, opcionalmente, fazem a lavagem, de uma vez

ou repetidamente, as células aderentes e o sistema de
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cultufa com meio adequado ou tampdo isotdnico (por exemplo,
PBS). Nestes termos, as células da populagdo celular
hepaticas primdrias, que tem aderido a superficie do
substrato, sdo selecionadas para uma cultura adicional.

O ambiente no qual as células podem se anexar
compreende pelo menos um meio, nos métodos da invengao
tipicamente um meio liquido, gque suporta a sobrevivéncia
e/ou de crescimento das células. O suporte pode ser
adicionado ao sistema antes, junto, ou apds a introdugdo
das células deste. O meio pode ser fresco, ou seja, que ndo
foi usado anteriormente para a cultﬁra de células, ou pode
compreender pelo menos, uma parte que tenha sido
condicionada previamente pela cultura de células, por
exemplo, a cultura de células que estdo sendo chapeadas ou
antecessoras destas, ou cultura de células mais distantes
relacionadas com as células ou ndo relatada a serem
chapeadas.

O meio pode ser um meio para cultura adequado, como
descrito em outras partes deste relatdrio descritivo.

Preferencialmente, a composig¢do do meio pode ter as
mesmas caracteristicas, pode ser o mesmo ou
substancialmente o mesmo da composic¢do do meio usados nas
etapas subseqlientes ao cultivo das células anexadas. Caso
contridrio, o meio pode ser diferente. Vantajosamente, o

meio pode compreender soro ou plasma, o que pode facilitar
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ainda mais a aderéncia da célula.

Cultivo de células primdria provenientes do tecido
hepatico

As células da populagdo primdria, gque aderiram ao
dito substrato, preferivelmente no dito ambiente, sé&o
cultivadas posteriormente, por pelo menos 7 dias, por
exemplo, por pelo menos 8 dias ou por pelo menos 9 dias,
preferencialmente, por pelo menos 10 dias, por exemplo,
pelo menos 11 ou pelo menos 12 dias, pelo menos 13 dias ou
pelo menos 14 dias, mais preferivelmente por pelo menos 15
dias, por exemplo, por pelo menos 16 dias, ou por pelo
menos 17 dias, ou até mesmo por pelo menos 18 dias, por
exemplo, por pelo menos 19 dias ou pelo menos 20 dias ou
mais. O termo "cultura" é comum na arte e se refere de
maneira ampla a manutengdo e/ou de crescimento de células
e/ou descendentes da mesma.

Na modalidade, as células primarias podem ser
cultivadas por pelo menos entre cerca de 10 dias e cerca de
40 dias, preferivelmente por pelo menos, entre cerca de 15
dias e cerca de 35 dias, por exemplo, por pelo menos entre
cerca de 15 dias e 20 dias, tal como, por pelo menos cerca
de 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 dias. Preferencialmente, as
células primdrias podem ser entdo cultivadas por um periodo
ndo maior do que 45 dias, ou no mais tardar 50 dias, ou no

mais tardar ainda 60 dias.



10

15

20

25

63/148

Como apreciado por aqueles versados na arte, o
prolongamento da cultura de células em um sistema de
cultura pode tornar necessdrio uma troca regular do meio de
cultura para um novo meio. Uma pessoa versada €& capaz de
avaliar a necessidade de trocar o meio através do controle
dos parametros da cultura celular, tais como, por exemplo,
o pH, a densidade celular ou aparéncia da célula.
Tipicamente, o meio pode ser modificado em intervalos
regulares, por exemplo, a cada 1 a 10 dias, preferivelmente
entre 16 e 32 horas (por exemplo, cerca de 24 horas) apds o
plagueamento e, em seguida, preferivelmente a cada 2 a 6
dias, ou mails preferivelmente a cada 2 a 4 dias, por
exemplo, cerca de cada 2, 3 ou 4 dias. O volume de todo
meio pode ser alterado ou, alternativamente, apenas parte
do meio pode ser mudado, de tal forma que uma porgado do
meio condicionado para o cultivo de células anteriores é
mantida. Em uma modalidade, todo o volume do meio &
substancialmente trocado por um meio novo. Em outra
modalidade preferida, o meio ndo & trocado durante cultivo
prolongado das células.

A suspensdao da célula primaria e mais células
aderentes sd3o cultivadas na presenca de um meio de cultura
liguido. Tipicamente, o meio terd uma formulagdo do meio
basal como conhecida na arte. Muitas formulag¢des do meio

basal (disponivel, por exemplo, a partir do American Type
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Culture Collection, ATCC, ou a partirv de Invitrogen,
Carlsbad, Califdérnia, EUA) pode ser utilizada para a
cultura de células primdrias neste documento, incluindo,
mas ndo limitado a Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM),
Dulbecco's Modificado Eagle’s Medium (DMEM) , alfa
modificado Minimum Essencial Médium (alfa-MEM), Basal
Medium Essencial (BME), Iscove's Modified Dulbecco's M&dium
(IMDM) , BGJb medium, F-12 Nutrient Mistura (HAM), Liebovitz
L-15, DMEM/F-12, Essential Modified Eagle Mé&dium (EMEM),
RPMI-1640, Médium 199, Waymouth's MB 752/1 ou Williams
Médium E, e modificacdes e/ou combinagdes dos mesmos.
Composicdes dos meios Dbasais acima sdo geralmente
conhecidas na arte, e estd3o dentro da habilidade na arte de
modificar ou modular as concentracdes dos meios e/ou
complementos dos meios quando necessarios para o cultivo
das células. Em uma modalidade preferida uma formulagdo do
meio basal diferente de Williams Medium E, que é uma rica
formulacdo relatada para sustentar cultura in vitro de
células do figado adulto. Outras modalidades podem empregar
mais formulacdes do meio basal, tais como as que foram
escolhidas a partir das acima.

Tais formulagdes do meio basal que contém
ingredientes necessdrios para o .desenvolvimento de células
de mamiferos, sdo conhecidos por si s6. Por meio de

ilustracdo e n3o de limitagdo, esses ingredientes podem
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incluir sais inorgénicos (particularmente, contendo sais
Na, K, Mg, Ca, Cl, P e possivelmente, Cu, Fe, Se e Zn),
tampdes fisioldégicos (por exemplo, HEPES, bicarbonato),
nucledtidos, nucledsidos e/ou bases de A&acidos nucléicos,
ribose, desoxirribose, aminodcidos, vitaminas,
antioxidantes (por exemplo, glutationa) e das fontes de
carbono (por exemplo, glicose, piruvato, por exemplo,
piruvato de sbédio, acetato, por exemplo, acetato de sddio),
etc. Serd ainda evidente que muitos meios estdo disponiveis
como formulacgdes de baixa glicose, com ou sem piruvato de
sédio.

Para utilizag¢do na cultura, o meio basal pode ser
fornecido com um ou mals componentes. Por exemplo,
suplementos adicionais podem ser usados para fornecer as
células com os elementos de trago necessarios e substdncias
necessdrias para a otimizagdo do crescimento e expansao.
Tais suplementos incluem insulina, transferrina, selénio
sais, e suas combinag¢des. Esses componentes podem ser
incluidos em uma solugdo de sal, tais como, mas nao
limitado a, Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), Earle's
Salt Solution. Outras suplementos antioxidantes podem ser
adicionados, por exemplo, B-mercaptoetanol. Engquanto muitos
meios basais j& contém aminodcidos, alguns aminodcidos
podem ser complementados mais tarde, por exemplo, L-

glutamina, que é conhecida por ser menos estdvel quando em
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solugdo. O meio pode ainda ser fornecido com antibidticos
e/ou compostos antimicéticos, talis como, normalmente,
misturas de penicilina e estreptomicina, e/ou de outros
compostos, exemplificada, mas ndo limitado a, anfotericina,
ampicilina, gentamicina, bleomicina, higromicina,
kanamicina, mitomicina, acido micofendlico, acido
nalidixico, neomicina, nistatina, paromomicina, polimixina,
puromicina, rifampicina, espectinomicina, tetraciclina,
tilosina, e zeocina.

Os hormdénios também pode ser vantajosamente

utilizados na cultura celular e incluem, mas ndo estado

limitados a D-aldosterona, dietilstilbestrol (DES) ,
dexametasona, estradiol, hidrocortisona, insulina,
prolactina, progesterona, somatostatina/horménio do
crescimento  humano (HGH) , tirotropina, tiroxina, L-

tironina, fator de crescimento epitelial (EGF) e fator‘de
crescimento de hepatdcitos (HGF). Células do figado também
podem se beneficiar do cultivo com triioditironina, o-
tocoferol acetato, e glucagono.

Os lipidios e portadores lipidicos também podem ser
utilizado para complementar os meios de cultura celular.
Esses lipideos e portadores podem incluir, mas ndo estdo
limitados a ciclodextrina, colesterol, &cido 1linoleico
conjugado com albumina, A&cido oleico e &cido linoleico

conjugado com albumina, &cido 1linoleico ndo conjugado,
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dcido araquiddnico oléico linoléico conjugado a albumina,
dcido oleico conjugado e ndo conjugado a albumina, entre
outros. Albumina pode igualmente ser usada em acidos graxos
livres de formulagdes.

Também estd contemplada a suplementagdo do meio de
cultura celular com plasma ou soro de mamiferos. Plasma ou
soro muitas vezes contém fatores celulares e componentes
que s3o necessédrios para a viabilidade e expansdo. A
utilizag¢do adequada do soro também & contemplada.

O termo "plasma" & como convencionalmente definido. O
plasma é normalmente obtido a partir de uma amostra de todo
o sangue, que é forneéida - ou contatada com um
anticoagulante, tais como heparina, citrato (por exemplo,
citrato de sédio ou &cido citrato dextrose), oxalato ou
EDTA, durante ou logo apds a colheita do sangue, para
prevenir a coagulagdo. Portanto, o termo plasma se refere a
uma composicdo que ndo faz parte de um corpo humano ou
animal.

O termo "soro" é definido como convencionalmente. O
soro pode ser obtido geralmente a partir de uma amostra de
todo o sangue, permitindo que a primeira coagulagdo tome
lugar da amostra e, conseqUentemente separando o assim para
formar o codgulo e os componentes celulares da amostra

sangue dos componentes liguidos (soro) com uma técnica

adequada, geralmente por centrifugagdo. Um catalisador
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inerte, por exemplo, esferas de vidro ou pd, podem
facilitar a coagulagdo. Vantajosamente, o soro pode ser
preparado utilizando tubo separador de  soro (SST)
conhecidos na arte, que contém os catalisador ©para
facilitar a coagulagdo e ainda incluir gel com uma
densidade projetada para ser posicionada entre o componente
liquido e os codgulos e os componentes celulares apds a
centrifugagdo, simplificando a separagdo. Alternativamente,
o soro pode ser obtido a partir de plasma pela remogdo do
anticoagulante e fibrina. O termo "soro", portanto, se
refere a uma composigdo que ndo faze parte de um corpo
humano ou animal.

Os plasmas ou soros isolados podem ser usados
diretamente nos métodos da presente invengdo. Eles também
podem ser armazenados adequadamente para uma utilizagdo
posterior do método da presente invengao.
Tipicamente, o plasma ou soro pode ser armazenado por
curtos periodos de tempo, por exemplo, até cerca de 1-2
semanas, a uma temperatura acima dos respectivos pontos de
congelamento do plasma ou soro, mas abaixo da temperatura
ambiente. Normalmente, essa temperatura sera de cerca de
15°C ou menos, preferivelmente cerca de 10°C ou menos, mais
preferivelmente cerca de 5°C ou menos, por exemplo, cerca
de 5°C, 4°C, 3°C, 2°C ou cerca de 1°C, a maior parte

preferivelmente cerca de 5°C ou cerca de 4°C.
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Alternativamente, o plasma ou soro pode ser armazenado em
sob seus respectivos pontos de congelamento, ou seja,
armazenagem sob congelamento. Como & habitual na arte, o
armazenamento sob temperaturas de congelamento do plasma ou
soro pode ser de cerca de -70°C ou menos, por exemplo,
cerca de -75°C ou menos cerca de -8°°C ou menos. Essas
temperaturas podem impedir vantajosamente o descongelamento
do plasma ou soro armazenados, preservando assim a
qualidade destes. O armazenamento sob congelamento pode ser
utilizado independentemente do periodo de tempo para o qual
o plasma ou soro deve ser armazenado, mas pode ser
particuiarmente adequado quando se exige mais tempo de
armazenagem, por exemplo, por mais de alguns dias ou
semanas por um periodo superior a 1 ou 2 semanas.

Antes do armazenamento ou uso, oOs plasmas isolados ou
soro pode ser inativados ao calor. A inativagdo do calor é
usada na arte principalmente para remover o complemento. A
inativac¢do do calor normalmente envolve incubar o plasma ou
soro a 56°C durante 30 a 60min, por exemplo, 30min, com
mistura estével, apds o qual o plasma ou soro & permitido a
resfriar a gradualmente a temperatura ambiente. Uma pessoa
versada deve ter conhecimento que eventuais modificagdes e
exigéncias do referido processo podem ocorrer.

Opcionalmente, o plasma ou soro pode também ser

esterilizado antes do armazenamento ou utilizag¢do. Meios
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habituais de esterilizagdo podem envolver, por exemplo,
filtracdo através de um ou mais filtros com poros menores
que 1 um, preferivelmente menor que 0,5 um, por exemplo,
menor que 0,45 pm, 0,40 mp, 0,35 pm, 0,30 um ou 0,25 um,
mais preferivelmente 0,2 um ou menor, por exemplo, 0,15 um
ou menor, 0,10 pum ou menor.

Os soros ou plasmas adequados para utilizac¢do nos
meios da presente invengdo pode incluir soro ou plasma
humanos, ou soro ou plasma de animais ndo-humanos,
preferivelmente mamiferos nio humanos, tais como, por
exemplo, primatas ndo humanos (por exemplo, lémures,
chimpanzés, macacos), fetos ou adultos bovinos, cavalo,
suino, ovino, caprino, cachorro, coelho, camundongo ou soro
ou plasma de rato, etc. Em outra modalidade, a invengao
prevé o uso de qualquer combinagdo dos plasmas e/ou soro
acima.

Assim sendo, em uma modalidade, o soro ou plasma pode
ser obtido a partir de um organismo da mesma espécie das
espécies das quais as células do figado primaria séo
obtidas. Em um exemplo naoc limitativo, o soro humano ou
plasma podem ser utilizados para a cultura de células
hepaticas primdrias humano.

Em outra modalidade preferida, o meio compreende soro
ou plasma bovino, preferivelmente soro ou plasma de feto de

bovino (bezerro), mais preferivelmente soro de feto bovino
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(bezerro) (FCS ou FBS).

Em outra modalidade, o meio utilizado para cultura de
células hepidticas primdrias humano compreende soro ou
plasma bovino, preferivelmente soro ou plasma do feto
bovino (bezerro), mais preferivelmente soro do feto bovino
(bezerro) (FCS ou FBS).

Nas modalidades, o meio compreende entre cerca de
0,5% e cerca de 40% (v/v) de soro ou plasma ou soro de
substituicdo, preferivelmente entre cerca de 5% e 20%
(v/v), por exemplo, entre cerca de 5% e 15% (v/v), mais
preferivelmente entre cerca de 8% (v/v) e cerca de 12%
(v/v), por exemplo, cerca de 10% (v/v) de soro ou plasma ou
soro de substituicdo, esp. o soro ou plasma preferido, tal
como definido anteriormente.

Em uma nova modalidade preferida, o meio utilizado
para células hepdticas primdrias humano compreende soro ou
plasma bovino, preferivelmente soro ou plasma de feto
bovino (bezerro), mais preferivelmente soro de feto de
bovino (bezerro) (FCS ou FBS), no valor de entre cerca de
0,5% e cerca de 40% (v/v), preferivelmente entre cerca de
5% e 20% (v/v), por exemplo, entre cerca de 5% e 15% (v/v),
mais preferivelmente entre cerca de 8% (v/v) e cerca de 12%
(v/v), por exemplo, cerca de 10%.

Ainda em outras modalidades, um meio pode incluir

plasma ou soro provenientes de mais de uma espécie. Por
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exemplo, o meio pode incluir uma mistura de soro ou plasma
provenientes de uma espécie correspondente & cultura de
células hepéticas primdrias, e de outra espécie. Por
exemplo, um meio para cultivar células do figado humano
pode incluir uma mistura de soro ou plasma humano,
preferivelmente soro humano, plasma ou soro bovino,
preferivelmente soro de bovino.

Adicionalmente, o meio pode preferivelmente,
compreender pelo menos uma exdgena (isto &, em adigdo ao
plasma ou soro) adicionado o fator de crescimento. Uma
pessoa versada apreciaria gue os componentes ordindrios do
meio basal (antes da adig¢do do soro ou plasma), por
exemplo, particularmente, solugdo salina, tampdes, sais
inorginicos, aminodcidos, fontes de carbono, vitaminas,
antioxidantes, indicadores pH e antibidéticos, mndo séo
considerados fatores de crescimento ou fatores de
diferenciacdo na arte. Por outro lado, soro ou plasma & uma
composic¢do complexa que possivelmente compreende um ou mais
desses fatores de crescimento ou fatores de crescimento.

O termo "fator de crescimento", conforme usado neste
documento se refere a uma substlncia biologicamente ativa
que influencia na proliferagdo, crescimento, diferenciagdo,
sobrevida e/ou migrag¢do de varios tipos de células, e pode
dar efeito de mudancas funcionais, morfoldgicas e de

desenvolvimento em um organismo, por si s& ou quando
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modulado por outras substéncias. Um fator de crescimento em
pode tipicamente agir por ligagdo, como um ligante, para um
receptor (por exemplo, superficie ou receptor intracelular)
presente nas células respondam ao fator de crescimento. Um
fator de crescimento aqui pode ser particularmente uma
entidade protéica que compreende uma ou mais cadeias
polipeptidicas.

Por meio de exemplo e ndo de limitagdo, o termo
"fator de crescimento" engloba os elementos da familia do
fator de <crescimento fibroblastos (FGF) , familia das
proteinas morfogénicas &sseas (BMP), familia do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), familia do fator
de crescimento beta transformado (TGF-beta), familia do
fator de crescimento do nervo (NGF), familia do fator de
crescimento epidérmico (EGF) , familia do fator de
crescimento relacionado a insulina (IGF) familiar, familia
do fator de crescimento hepatdcitos (HGF), fatores de
crescimento hematopoiéticos (HeGFs), o fator de crescimento
de células as endoteliais derivadas de plaguetas (PD-ECGF),
angiopoietina, fator de crescimento endotelial wvascular
(VEGF) familiar, glucocorticdides, e similares.

Em uma modalidade preferida, o meio compreende um
fator de crescimento gque & um elemento do fator de
crescimento epidérmico (EGF) familiar. Em uma modalidade

adicional, o dito elemento da familia EGF em qualquer
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escolha do grupo que compreende anfiregulina, betacelulina,
EGF, epiregulina, HB-EGF (fator de crescimento 1ligado a
heparina como EGF), NRGl (neuregulina-1) isoforma GGF2,
NRG1 isoforma SMDF, NRGl-alfa, beta-NRG1, TGF-alfa,
tomoregulina-1 e TMEFF2. Em uma modalidade particularmente
preferida, o meio compreende EGF.

Em uma modalidade adicional, o meio compreende um
fator de crescimento que é um elemento de insulina
relacionado & familia do fator de crescimento (IGF). Em uma
modalidade adicional, o referido membro da familia IGF é
escolhidos do grupo que consiste de insulina IGF1lA (fator
de crescimento como isulina 1A), IGF1B, IGF2, INSL3 (como
insulina 3), INSL5, INSL6é e relaxina. Em uma modalidade
particularmente preferida, o meio compreende insulina.

Em uma modalidade adicional, o meio compreende um

fator de crescimento que é um glicocorticdéide. Em uma

modalidade adicional, a dita glicocorticdéide & gqualquer uma

escolhida do grupo composto de dexametasona,
hidrocortisona, prednisolona, metilprednisolona,
prednisona, triancinolona, hidrocortisona, fluocinolona,

cortisona, betametasona. Em uma modalidade particularmente
preferida, o meio compreende dexametasona.

Em modaldade preferida adicional, o meio pode
compreender uma combinagdo de duas ou mais fatores

exogenamente acrescentada aos fatores de crescimento ou
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fatores de crescimentovpreferidos acima definidos. Por meio
de exemplo e ndo de limitag¢do, o meio pode compreender EGF
e insulina, ou EGF e dexametasona, ou insulina e
dexametasona, ou cada EGF, insulina e dexametasona; um meio
compreendendo estes fatores de crescimento adicionados
exogenamente pode preferivelmente compreender soro ou
plasma, tal como definido na modalidade acima.

Uma pessoa versada geralmente conhece as
concentragdes nas quais os fatores de .crescimento podem
induzir um efeito, esp. em células cultivadas in vitro, e
pode usar essas concentragdes para Os fatores de
crescimento mencionado acima. Por meio de exemplo e ndo de
limitacgao, EGF pode ser utilizada normalmente em
concentra¢des de <cerca de 0,1 ng/ml e 1 upg/ml e,
preferivelmente, entre 1ng/ml e 100ng/ml, por exemplo, a
cerca de 25ng/ml; a insulina pode ser utilizada normalmente
em concentracdes entre cerca de 0,1 ug/ml e 1lmg/ml e,
preferivelmente, entre cerca de 1 pg/ml e 100 pg/ml, por
exemplo, a cerca de 10 ug/ml; a dexametasona pode ser
utilizada normalmente em concentrac¢des de cerca de 0,1 nM e
1 uM, preferivelmente entre cerca de 1nM e 100nM, por
exemplo, a cerca de 10nM.

Em uma modalidade preferida, esp. onde o método &
utilizado para células do figado humano, o fator de

crescimento usado no presente método pode ser um fator de
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crescimento humano. Como usado aqui, o termo "fator de
crescimento humano" se refere a um fator de crescimento
substancialmente idéntico ao que ocorre naturalmente em um
fator de crescimento humano. Por exemplo, quando o fator de
crescimento é uma entidade protéicas, o(s) peptideo(s) ou
polipeptidio(s) constituinte(s) destes pode ter seqgléncia
aminodcida primdria idéntica para um fator de crescimento
humano que ocorre naturalmente. O uso dos fatores de
crescimento humano, no presente método é preferido, como
tais fatores s3o o crescimento esperado para obter um
efeito desejavel na fungdo celular.

Como descrito, os presentes inventores perceberam que
a cultura primdria de células do figado pela duragdo dos
tempos, tal como definida anteriormente, e preferivelmente
usando as composi¢des do meio, como descritas acima, uma
célula-tronco ou progenitora da invengdo surge e prolifera,
ao mesmo tempo em que tipos de células diferenciadas do
figado se tornam menos prevalente na cultivagdo prolongada
de células hepaticas primadrias. Sem estar 1limitado a
qualquer hipdétese, os tipos de células diferenciadas do
figado, por exemplo, podem falhar na proliferagdo, morrerem
e/ou serem retro-diferenciados durante o cultivo
prolongado. Conforme detalhado na secgdo experimental, as
células-tronco ou progenitoras podem ser distinguidas de

outros tipos de células presentes na cultura de célula
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primdria, pela sua morfologia entre outras, que de acordo
com o conhecimento dos inventores pode ser denominado
mesenquimais ou morfologia similar a mesenquimal e pode
normalmente incluir uma forma achatada, citoplasma amplo e
nicleos ovdides com um ou dois nucléoclos.

Os inventores também perceberam que o surgimento, a
proliferagdo e enriquecimento da cultura primaria para as
referidas células-tronco ou progenitoras podem ser
promovida através da alteragdo da cultura, de modo gue
favorece ainda a elimina¢do de um ou mais tipos de células
diferenciadas do figado, esp. de hepatdcitos que pode
prevalecer em uma cultura de células primaria do figado
isolada. Em tais condigdes, as células-tronco ou
progenitoras da inveng¢do podem vantajosamente proliferar e
se tornar um tipo de célula prevalente na cultura de
células do figado primaria. Os tipos de células hepaticas
diferenciadas podem ser perdidos, por exemplo, porgue um ou
mais tipos de células diferenciadas sdo fisicamente
reduzidas ou eliminadas durante a cultura;
alternativamente, o) fendtipo diferenciado pode ser
diminuido, porque um ou mais tipos de células retro-
diferenciada durante a cultura.

Qualquer meio que favorece a eliminagdo de um ou mais
tipos de células hepaticas diferenciadas, esp. hepatdcitos,

enquanto sustenta a proliferagdo das células-tronco ou
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progenitoras da invengdo (como pode ser facilmente
avaliada, por exemplo, por inspegdo visual da cultura
celular para a prevaléncia dos diferentes tipos de células)
pode ser usado. Por meio de ilustragdo, como exemplificado
pelos inventores, uma alteragdo pode ser usado de um meio
basal compreendendo alta concentragdo de glicose, por
exemplo, uma operagdao de concentragdo entre 3000mg/l e
6000mg/l, preferivelmente entre 4000mg/l e 5000mg/l, e
tipicamente cerca de 4500mg/l. Uma outra alteragdo pode ser
a auséncia do adicionamento exbégeno (ou seja, em adigado
aqueles presentes no soro ou plasma) aos fatores de
crescimento. Por meio de um exemplo, pelo menos insulina
adicionada exogenamente, dexametasona e/ou EGF pode ser
ausente do meio. Ainda uma alteragdo adicional pode ser
usada do meio basal diferente de Williams Medium E (que
pode ser particularmente adequados para a cultura a longo
prazo tipos de células hepatica priméaria, esp.
hepatécitos). Por meio de exemplo e ndo de limitag¢do, meios
basais, tais como MEM, DMEM, alfa-MEM ou EMEM podem ser
vantajosamente usados. E entendido que o meio pode ser
alterado em uma, mais do que uma ou de todas as maneiras
acima. E ainda entendido que o meio compreende soro ou
plasma ou soro de substituigdo, como descrito acima,
incluindo as modalidades preferidas detalhadas acima do

mesmo.
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Em uma modalidade, um meio que favorega a eliminagdo
de um ou mais tipos de células hepaticas diferenciadas e
promovendo a célula-tronco ou progenitora da invengdo, como
descrito acima pode ser acrescentado no inicio do cultivo
das células hepéticas primadrias. Em outra modalidade, o
meio pode ser alterado durante o cﬁltivo prolongado das
células hepaticas primédrias. Por meio de exemplo, o meio
pode ser modificado de modo a comegar a cerca de 1 dia, em
cerca de 2 dias, 3 dias, por exemplo, a cerca de 4 ou 5
dias, ou comecando com cerca de 6 dias, tal como, por
exemplo, cerca de 7 ou 8 dias, ou comegando com cerca de 9
dias, como por exemplo, a cerca de 10 ou 11 dias, comegando
com cerca de 12 dias, por exemplo, a cerca de 13 ou 14
dias, mais preferivelmente comegando com cerca de 15 dias,
por exemplo, a cerca de 16, 17, 18, 19 ou 20 dias seguintes
ao plaqueamento das células hepaticas primadrias. Em uma
modalidade exemplificativa, o meio pode ser modificado
entre 16 e 32 horas apds o plaqueamento, por exemplo, cerca
de 24 horas. Em modalidade, apds o meio ser entdo alterado,
pode ser trocado/renovado, por exemplo, a cada 2 a 6 dias,
de preferéncia a cada 2 a 4 dias, por exemplo, a cada 3 ou
4 dias.

Assim, em uma modalidade exemplificativa preferida,
as células hepaticas primdrias podem ser cultivadas em

seguida do plaqueamento em um meio favoravel a tipos de
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células hepaticas primarias, incluindo tipos de células
hepaticas diferenciadas, tais como hepatdcitos, e no
momento acima o meio pode ser modificada para a eliminagdo
de um meio favordvel de um ou mais tipos de células
hepédticas diferenciadas, incl. hepatdcitos, e promovendo a
célula-tronco ou progenitora  da invengdo. Por exemplo,
células hepaticas primérias podem ser cultivadas em um meio
com uma, mais de uma ou todas as caracteristicas a seguir:
compreender um meio basal rico, como, por exemplo, Williams
Médio E, compreendendo baixa glicose, por exemplo, entre
500 mg/l e 2999 mg/l, e, de preferéncia, entre 1000 mg/l e
2000 mg/l, compreendendo pelo menos um fator de crescimento
adicionado exogenamente e de preferéncia, uma ou mais de
uma ou toda insulina, dexametasona e EGF. Posteriormente,
nos tempos acima, o meio pode ser modificado para incluir
uma, mais de uma ou todas as caracteristicas a seguir:
compreendendo meio basal diferente de William Medium E, por
exemplo, meio basal como MEM, DMEM, alfa-MEM ou EMEM,
compreendendo glicose elevada, nado compreendendo fatores de
crescimento adicionados exogenamente ou ndo compreendendo
pelo menos, dexametasona, insulina e/ou EGF. E entendido
que a média acima compreenderd soro ou plasma ou soro de
substituic¢do, como descrito acima, incluindo as modalidades
preferidas detalhadas acima.

Como descrito, a cultura acima de células hepaticas
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primdrias leva ao aparecimento de uma proliferagdo de
células-tronco ou progenitoras da invengdo na cultura. A
dita cultura pode ser vantajosamente continuada até gque o
aparecimento de células-tronco ou progenitoras da invengédo
tenha proliferado suficientemente. Por exemplo, a dita
cultura pode continuar até que a populagdo celular atinja
um certo grau de confluéncia, por exemplo, pelo menos 40%,
de preferéncia, pelo menos, 50%, mais preferivelmente, pelo
menos, 60% e, mais ainda preferivelmente pelo menos, 70%,
por exemplo, pelo menos 80% ou pelo menos 90% ou mais
confluéncia. O termo "confluéncia", conforme usado aqui se
refere a uma densidade de células cultivadas em gque as
células contata uma as outras cobrindo substancialmente
todas as superficies disponiveis para o crescimento (ou
seja, totalmente confluente).

Passagem das células

Seguindo a cultura acima das células hepaticas
primdrias e surgimento da proliferagdo das células-tronco
ou progenitoras da invengdo, a populagdo celular pode ser
entdo obtidas pode ser passadas pelo menos uma vez.

Os inventores perceberam surpreendentemente gque as
células-tronco ou progenitoras da invengdo surgiram na
cultura de células primdrias substancialmente conservar a
sua capacidade de proliferagdo apds a passagem, O que

permite assim enriquecer ainda mais vantajosamente a
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populagéao celular dessas células. Por razdes de
simplicidade, a passagem realizada nesta fase do método &
aqui referida como "primeira passagem" (ou passagem 1) no
dmbito do método da invengdo. As células podem ser passadas
pelo menos uma vez e, de preferéncia, duas ou mais vezes.
Cada passagem posterior a 1 passagem é€ referida aqui com um
nimero cada vez maior que 1, por exemplo, passagem 2, 3, 4,
5, etc.

Quando passadas, as células cultivadas sdo destacadas
e dissociadas do substrato da cultura e de cada outro. O
desprendimento e a dissociagdo das células podem ser
realizados como normalmente conhecidos como na arte, por
exemplo, por tratamento enzimatico com enzimas
proteoliticas (por exemplo, escolhidos a partir de
tripsina, colagenase, por exemplo, tipo I, II, III ou IV,
dispase, pronase, papaina, etc), o tratamento com quelantes
ion bivalente (por exemplo, EDTA ou EGTA) ou tratamento
mecdnico (por exemplo, pipetando repetidamente através de
um pequeno furo da pipeta ou ponta da pipeta), ou qualquer
combinacdo desses tratamentos.

Preferencialmente, o desprendimento e a dissociagdo
das células cultivadas iria render uma por¢do substancial
das células como células tnicas. Por exemplo, 40% ou mais
das células podem ser recuperado como células Unicas, por

exemplo, pelo menos 50%, de preferéncia, pelo menos 60%,
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por exemplo, pelo menos 70%, mais preferivelmente, pelo
menos 80%, por exemplo, pelo menos 90% ou pelo menos 95%
das células podem ser recuperados como células fGnicas. Além
disso, as células restantes podem estar presentes nas
células clumps ou clusters a maioria dos quais pode conter
um ndmero relativamente pequeno de células, por exemplo,
nam média, entre mais de 1 e 10 células, por exemplo, menos
de 8 células, de preferéncia menor do que 6 células, mais
preferivelmente menor do que 4 células, por exemplo, menor
do que 3 ou menor do que 2 células.

Tipicamente, um método de desprendimento e dispersdo
de células adequado deve preservar a viabilidade das
células. De preferéncia, uma suspensdo de células obtidas
apbés desprendimento e dispersdo pode compreender pelo menos
60% das células viaveis, por exemplo, pelo menos 70%, mais
preferivelmente, pelo menos, 80%, e mais preferivelmente
ainda, pelo menos, 90% e até 100% de células viaveis.
Normalmente, uma pessoa versada na arte saberd escolher as
condi¢des que garantam um grau desejado de desprendimento e
dispersdo das células, enquanto preserva a viabilidade
celular.

Em seguida, as células dissociadas e desprendidas
(normalmente como uma suspensdo isotdnica em tampdo ou meio

isotdnico) sdo plagqueados novamente sobre um substrato que

permite a aderéncia das células neste, e posteriormente s&o
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cultivadas em um meio como descrito acima sustentando as
novas proliferagdo das células-tronco ou progenitoras da
invengdo. Normalmente, as c¢élulas podem ser plaqueadas
novamente a densidade entre 1x10' e 1x10° células/cm?, por
exemplo, entre 1x10% e 1x10° células/cm? e preferivelmente
entre 1x10% e 1x10° células/cm?, por exemplo, a cerca de
entre 1x10® células/cm?, a cerca de 5x10° células/cm®, a
cerca de 1x10* , a cerca de 5x10%*, a cerca de 1x10°
células/cm?, e preferivelmente a cerca de 1x10° e 1x10?
células/mm?.

Alternativamente, as células podem ser plaqueadas
novamente em razdo de separag¢do, por exemplo, entre cerca
de 1/8 e 1/2, de preferéncia entre cerca de 1/4 e 1/2, e
mais preferivelmente em cerca de 1/2 ou cerca de 1/3. A
razdo de separagdo denota a fragdo das células passadas que
sd3o semeadas em um tubo de cultura vazio (normalmente novo)
da mesma &rea de superficie do vaso do qual as células
foram obtidas.

O substrato aderente onde as células sd3o re-
plagqueadas €& como descrito em outras partes deste
relatdério. O substrato pode preferivelmente ser do mesmo
tipo que o substrato para o qual células hepéticas
primarias foram chapeadas, incluindo as modalidades
preferidas do substrato descrito acima, ou podem ser

diferentes. De preferéncia, este substrato & também
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colageno, esp. colageno tipo I, como descrito acima.

As células passadas sao entdo cultivadas,
vantajosamente até que as células se tornem pelo menos, 50%
confluentes, por exemplo, pelo menos, 60%, de preferéncia,
pelo menos, 70%, por exemplo, pelo menos, 80%, mais
preferivelmente, pelo menos, 90%, por exemplo, pelo menos
95% ou até mesmo totalmente confluentes.

Os presentes inventores perceberam que enquanto a
populacdo celular obtidas nesta fase do método compfeende
uma fracdo substancial da célula-tronco ou progenitora da
invencdo, pode ser vantajosamente passada, pelo menos, mais
uma vez (isto ‘&, pelo menos uma segunda passagem),
essencialmente como descrito acima para a primeira
passagem. Este nUmero aumenta a proporg¢ao de células-tronco
ou progenitoras da invengdo na populagdo celular, conforme
avaliacio morfoldégica e/ou a andlise de marcagdo, e até
mesmo uma populagdo substancialmente homogénea das células-
tronco ou progenitoras da invengdo pode ser obtida.

Assim, de acordo com a invengdo, na sequéncia do
plagqueamento e cultura das células hepaticas primarias
levando a emergéncia e a proliferagdo das células-tronco ou
progenitoras na dita cultura, as células cultivadas sdo
passada pelo menos uma vez (isto &, primeira passagem) e,

de preferéncia pelo menos duas vezes (ou seja, primeira e

segunda passagem) e, opcionalmente, mais vezes (isto €&,
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primeira, segunda e cada passagem subseqguente). Por
exemplo, as células podem ser passadas pelo menos uma vez,
pelo menos 2 vezes, pélo menos 3 vezes, pelo menos 4 vezes
ou pelo menos 5 vezes na sequéncia das placas de células
hepéaticas primdrias. Em outra modalidade, as células podem
ser passadas entre 2.e 10 vezes, por exemplo, entre 2 e 8
vezes, ou entre 2 e 5 vezes, na sequéncia das placas de
células hepaticas primdrias. As passagens adicionais (por
exemplo, desprendimento e dispersao celular, re-
plagquamento, substrato, etc) e cultivo (por exemplo, meio,
mudanc¢as de meios, confluéncia resultantes, etc.) podem ser
efetuadas em condigdes substancialmente idénticas ou
andlogas as da primeira passagem, como descrito acima,
incluindo as modalidades preferidas, e podem incluir
modificacdes que seriam Sbvias para uma pessoa versada.

0O método da invengdo pode, portanto, prever uma
populacdo celular que compreende uma fragdo consideravel de
células-tronco ou progenitoras, tal como definido na
presente divulgagdo, bem como a fragdo das células-tronco
ou progenitoras pode ser aumentada por uma ou mais
passagens da cultura prolongada de células hepaticas
primdrias. Tipicamente, a populagdo serd composta de no
minimo, cerca de 10%, por exemplo, pelo menos cerca de 20%
das ditas células-tronco ou progenitoras, mas os inventores

descobriram que normalmente proporgdes maiores das ditas
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células-tronco ou progenitoras serdao obtidas, por exemplo,
pelo menos 30%, pelé menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos
60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90% ou
mais. Além disso, o método pode ainda render uma populagdo
homogénea ou substancialmente homogénea das ditas células-
tronco ou progenitoras. A fragdo das células-tronco ou
progenitoras podem ser avaliadas por qualquer método padrédo
apropriado, por exemplo, por citometria de fluxo.

Mantendo as células obtidas

Quando uma populag¢do que compreende as células-tronco
ou progenitoras derivadas do figado & obtida pelo método da
invencdo, e possivelmente ainda enriquecida pela as ditas
células-tronco ou progenitoras, a populagdo celular pode
ser mantida e/ou propagada em condig¢des gue permitem o
crescimento e a duplicagdo das ditas células-tronco ou
progenitoras sem diferenciagdo. Tais condig¢des podem ser,
por exemplo, aquelas usadas para a obtencdo de células-
tronco ou progenitoras. Uma pessoa versada que € capaz de
avaliar a presenga ou auséncia da diferenciagdo celular
pode facilmente criar mais condigdes. Isto pode
vantajosamente aumentar o nimero de células-tronco ou
progenitoras disponiveis para nova utilizagdo.

Os presentes inventores perceberam gque a primeira
passagem ou qualquer outra passagem posterior poderia ser

criopreservadas para posterior utilizagdo, o que é&
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geralmente conhecido na arte das células de mamiferos.

Os presentes inventores perceberam que as células-
tronco ou progenitoras da invengdo que surgiram na cultura
de células primarias = substancialmente consevaram sua
capacidade de proliferagao apds congelamento e
descongelamento. As ditas células podem sef armazenadas
como uma suspensdo celular concentrado congelada e
descongelada, como geralmente é feito na arte, e re-
plagueadas nas mesmas condigdes que as descritas em outras
partes deste relatdrio descritivo.

As células-tronco ou progenitoras da invengdo

Os presentes inventores perceberam dque a populagao
celular obtidas apdés a cultura e preferivelmente também
passando as células hepaticas primarias, como descrito
acima compreende as células-tronco ou progenitoras
derivadas do figado da invengdo, que co-expressam (ou seja,
sdo positivas a) pelo menos um marcador mesenguimais, esp.
um, mais de um, por exemplo, 2, 3 ou 4, ou todos os
marcadores CD90, CD73, CD44, vimentina e o-actina de
misculo liso (ASMA), com o marcador hepatdcito de albumina
(ALB) e possivelmente com um ou mais marcadores hepatdcitos
ou hepaticos, preferivelmente um ou ambos de alfa-1-
antitripsina e transportador MRP2.

Em uma modalidade adicional particular, as células-

tronco ou progenitoras derivadas do figado da invencao
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podem co-expressar (ou seja, sdo positivas para a) pelo
menos um marcador mesenquimais, esp. um, mais de um, por
exemplo, 2, 3 ou 4, ou de todos os marcadores CD90, CD73,
CD44, vimentina e «a-actina de mGsculo liso (ASMA), com o
marcador hepatdcito de albumina (ALB) e possivelmente com
um ou mais marcadores hepatdcitos, de preferéncia um ou
ambos de alfa-l-antitripsina e transportador MRP2 e com
pelo menos um marcador CD29 ou alfa—fetoprbteina (AFP) .
Qualquer dita célula-tronco ou progenitora do figado
adulto pode ainda expressar um, mais de um, ou todas as
moléculas a seguir indicativas de fungdes ou propriedades
similares a hepatdécitos: Gé6P, CYP1B1l, CYP3A4, HNF-4, TDO,
TAT, GS, GGT, CK8, EAAT2. As ditas células-tronco ou
progenitoras do figado adulto podem ainda ser compreendidas
por um, mais de um, ou todas as caracteristicas a seguir:
negativas para pelo menos os marcadores CD45 e CD34
hematopoiéticos e eventualmente também para uma ou varios
outros marcadores hematopoético, tais como, por exemplo,
CD105 & HLA-DR; negativa para o marcador epitelial
colangiolite citéqueratina-19 (CK-19) e, eventualmente,
para mais marcadores epiteliais; negativas para pelo menos
os marcadores de células-tronco indiferenciadas CD117 e
Oct-4, e possivelmente também para um ou mais do que um
marcador de células-tronco embriondrias; expressdo de baixo

nivel de alfa-fetoproteina (AFP). Preferencialmente, a dito
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célula-tronco ou progenitora do figado podem ter
morfologias similares a mesenguimal, especialmente
envolvendo um, mais de um ou todo o crescimento em
monocamadas de forma achatada, citoplasma amplo e/ou
nicleos ovdides com um ou dois nucléolos.

A identificacd3o de moléculas da superficie celular
particular pelos seus CD ("determinante comum") €& comum na
arte. Outros nomes ou designag¢des para as moléculas também
s8o usadas no presente pedido, assim como estabelecido na
arte. Outras especificagdes de determinadas moléculas
também podem ser encontradas nos exemplos.

Quando uma célula & dita ser positiva para um
marcador especial, isto significa gque uma pessoa versada
ird perceber a presenga ou provas da existéncia de um sinal
distinto, por exemplo, anticorpos detectdveis ou a eventual
deteccdo por transcrigdo reversa por PCR, para que o
marcador seja transportando na medida adequada, em
comparagdo com os controles adequados. Sempre que o método
permitir uma avaliag¢do quantitativa do marcador, as células
positivas podem em média gerar um sinal que é
significativamente diferente do controle, por exemplo, mas
sem limitar, pelo menos, 1,5 vezes superior ao sinal gerado
por tais células de controle, por exemplo, pelo menos 2

vezes, pelo menos 4 vezes, pelo menos 10 vezes, pelo menos

20 vezes, pelo menos 30 vezes, pelo menos 40 vezes, pelo
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menos 50 vezes superior, ou mais.

A expressdo de marcadores de células especificas pode
ser detectada utilizando qualquer técnica de imunoldégica
adequada conhecida na arte, tal como citometria de fluxo,
imuno-citoquimica ou afinidade de adsorg¢do, andlise Western
Blot, ELISA, etc, ou por qualquer técnica adegquada para
medir a quantidade mRNA do marcador, por exemplo, Northern
blot, semi-quantitativa ou quantitativa RT-PCR, etc.

Uma pessoa versada apreciard a populagdo celular
obtida pelo atual método, que inclui as células-tronco ou
progenitoras acima podem ser colhidas (por exemplo, por
técnica de desprendimento aceitével) e, opcionalmente,
ainda enriquecida por células exibindo caracteristicas
especificas através de métodos geralmente conhecido na arte
(assim, essas células podem ser isoladas a partir da dita
populagdo). Por meio de ilustragdo e ndo de limitagdo, as
células exibindo uma ou mais das caracteristicas da
superficie das moléculas das células-tronco ou progenitoras
da invencdo, por exemplo, um ou mais dos marcadores
listados acima, pode ser reconhecido por anticorpos
especificos (etiquetado) ou outros agentes de
reconhecimento contra tais marcadores e classificados das
células que n3o exibem essa superficie moléculas, por
exemplo, utilizando separag¢do das células por fluorescéncia

ativada ou usando a afinidade wvinculativa, por exemplo,
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colunas, contas ou superficies (panning). Quaisquer outras
formas de enriquecimento para as células também estdo
incluidas na invencédo.

Em um outro aspecto, os presentes inventores
realizaram assim uma nova célula-tronco ou progenitora
isolada (um vertebrado, de preferéncia um mamifero, mais
preferivelmente ainda uma célula humana), originada de
figados adultos, sendo co-expressa (ou seja, é positiva
para) pelo menos um marcador mesenquimal, esp. um, mais de
um, por exemplo,.2, 3 ou 4, ou de todos os marcadores CD90,
CD29, C(CD44, vimentina e a«a-actina de miGsculo liso (ASMA),
com o marcador hepatécito de albumina (ALB) e,
possivelmente com um ou Vvarios outros marcadores
hepatécitos. As ditas células-tronco ou progenitoras do
figado adulto podem ainda compreender um, mais de um, ou
todos os seguintes: negativas durante pelo menos os
marcadores hematopoiéticos CD45, CD34 e CD117 e também,
eventualmente, para um ou varios outros marcadores
hematopoiéticos; negativas para citoqueratina-19 (CK-19);
morfologia similar a mesenquimal e particularmente
envolvendo algum ou todo crescimento em monocamadas de
forma achatada, citoplasma amplo e nicleos ovdides com um
ou dois nucléolos.

Assim, em determinada modalidade (1), as células-

tronco ou progenitoras isoladas derivadas do figado adulto
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co-expressa CD90, CD73, (CD44, vimentina e «-actina de
midsculo liso (ASMA), com ALB. Em uma modalidade adicional
(2), a célula-tronco ou progenitora isolada derivada do
figado co-expressa CD90, CD44, vimentina e «o-actina de
misculo liso (ASMA), com ALB e alfa-1 antitripsina. Em uma
modalidade adicional (3), a célula-tronco ou progenitora
isolada derivada do figado co-expressa CDS0, CD73, CD44,
vimentina e «a-actina de misculo liso (ASMA), com ALB e
MRP2. Em outra modalidade (4), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado co-expressa CD90,
CD44, vimentina e o-actina de misculo liso (ASMA), com ALB
alfa-1 antitripsina e MRP2. Em modalidades adicionais (5),
a célula-tronco ou progenitora isolada derivada do figado
de qualguer uma das modalidades acima de (1) a (4) ainda
expressar CD29. Em modalidades adicionais (6), a célula-
tronco ou progenitora isolada derivada do figado de
qualquer uma das modalidades acima de (1) a (4) ainda
expressar alfa-fetoproteina. Em modalidades adicionais (7),
a célula-tronco ou progenitora isolada derivada do figado
de qualquer uma das modalidades acima de (1) a (4) ainda
expressar CD29'e alfa-fetoproteina.

Em modalidades adicionais (8), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado de qualquer uma das
modalidades acima de (1) a (7) sdo negativas para CD45 e

CD34. Em modalidades adicionais (9), a célula-tronco ou
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progenitora isolada derivada do figado de qualgquer uma das
modalidades acima de (1) a (7) sdo negativas para CD11l7 e
Oct-4. Em modalidades adicionais (10), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado de qualquer uma das
modalidades acima de (1) a (7) sdo negativas para CD45,
CD34, CD117 e Oct-4.

Em modalidades adicionais (11), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado de qualquer uma das
modalidades acima de (1) a (10) sdo negativas para CK19. Em
modalidades adicionais (12), a célula-tronco ou progenitora
isolada derivada do figado de qualgquer uma das modalidades
acima de (1) a (10) s3o negativas para CK7. Em modalidades
adicionais (13), a célula-tronco ou progenitora .isolada
derivada do figado de qualquer uma das modalidades acima de
(1) a (10) sdo negativas para CK19 e CK7.

Em modalidades adicionais (14), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado de gqualquer uma das
modalidades acima de (1) a (13) mostram morfologia similar
a mesenquimal, de preferéncia envolvendo algum ou todo
crescimento em monocamadas de forma achatada, citoplasma
amplo e nilcleos ovdides com um ou dois nucléolos.

Em modalidades adicionais (15), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado de qualquer uma das
modalidades acima de (1) a (14) adicionalmente expressar

uma, mais de um, ou todas as moléculas a seguir indicativas
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de fungdes ou propriedades similares a hepatdcitos: G6P,
CYP1B1, CYP3A4, HNF-4, TDO, TAT, GS, GGT, CK8, EAAT2.

Em modalidades adicionais (16), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado de qualguer uma das
modalidades acima de (1) a (15) adicionalmente expressa,
uma, ou mais de uma ou todas as moléculas a seguir: CD49%e,
CD13, CCD54, complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) classe I (HLA-ABC).

Em modalidades adicionais (17), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado de qualquer uma das
modalidades acima de (1) a (16) sdo negativas para uma,
mais de uma, ou todas as moléculas a seguir: CD105, HLA-DR,
CD133, CD49b, CD49f & CD140.

Em modalidades adicionais (18), a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado de qualquer uma das
modalidades acima (6) a (17) expressam a expressdo de baixo
nivel de alfa-fetoproteina (AFP). De preferéncia, o dito
baixo nivel <corresponde essencialmente ao nivel de
expressdo medido em hepatdcitos normais. Preferivelmente, é
inferior ao nivel da expressdo medida linhagem celular
modificada tumorigénica do figado humano, por exemplo,
HepG2.

As células-tronco oﬁ progenitoras derivadas do figado
isoladas da invencao pode preferivelmente exibir

caracteristicas de células-tronco, esp. pode exibir pelo
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menos limitada a (e, possiﬁelmente, substancialmente
ilimitado) auto-renovagdo, ou seja, a capacidade de
propagar sem diferenciagdo. Por meio de exemplo e nao
limitacdo, as células-tronco ou progenitoras da invengdo
pode ser propagada por pelo menos 4 passagens, por exemplo,
pelo menos 6 passagens, pelo menos 10 passagens, ou pelo
menos 20 passagens, pelo menos 50 passagens ou mais.

Em outro aspecto, a invengdo fornece células-tronco
ou progenitoras derivadas do figado 1isoladas, linhagem
celular deste e/ou uma populagdo celular compreendendo
estas, obtidas por ou diretamente obtidas usando o método
que inclui: (a) dissociar, preferivelmente em duas etapas
do método de colagenase, o figado adulto ou parte deste a
partir de um sujeito, preferivelmente um vertebrado,
mamifero e mais preferivelmente um ser humano, para formar
uma populag¢do celular primarias, a partir do dito figado
adulto ou parte deste; (b) plaguear a populagdo celular
primdria em um coldgeno do tipo I revestido em substrato

Williams Medium E compreendendo soro fetal de vitelo,

preferivelmente 10% (v/v), EGF, preferivelmente 25ng/ml,
insulina, preferivelmente 10 ug/ml, e dexametasona,
preferivelmente 1 uM; (c) permitir a aderéncia das células

a partir da populagdo celular primdrias para o dito
substrato por 24 horas e, posteriormente, trocar o meio por

um meio novo possuindo a composigdo com em (b); (d)
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cultivar as células no dito meio (c) durante duas semanas
(preferivelmente 15 dias); (e) trocar o meio por DMEM
compreendendo alta glicose e FCS, preferivelmente 10%, e
ainda cultivar as células, segundo a qual as ditas células-
tronco ou progenitoras emergem e proliferam; (£)
opcionalmente e preferivelmente, permitir que as células se
tornem cerca de 70% confluentes e passar as células pelo
menos uma vez e, preferivelmente, pelo menos, duas ve:zes,
onde as células sdo plaqueadas no substrato como em (b) e
cultivadas em um meio como em (e).

A etapa (a) incluir a desassociar da célula primaria
através da passagem por uma peneira tendo poros com
espessura de 0,25 mm e, preferencialmente, através de uma
sucessdo de peneiras tendo poros com dimensSes diminuindo
gradualmente de 0,25 mm, por exemplo, como no exemplo 1.

O meio da etapa (e) pode preferivelmente nio
compreender dexametasona, insulina e EGF e em uma
modalidade. O meio pode uma modalidade adicional nédo
compreende qualgquer fator de <crescimento adicionado
exogenamente.

Em um aspecto, a invengdo também se refere aos métodos
acima.

Em um outro aspecto, a invengdo fornece células-
tronco ou progenitoras isoladas do figado, linhagem celular

deste e/ou de uma populagdo gque utiliza este tipo de
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células, obtida ou diretamente obtidas seguindo o protocolo
estabelecido no exemplo 1.

Em um outro aspecto, os presentes inventores
estabeleceram uma populagido celular (linhagem celular) das
células-tronco ou progenitoras do figado humano usando os
métodos da invengdo, em particular como documentado no
exemplo 1, e depositada em 20 de fevereiro de 2006 a dita
linhagem celular isolada no abrigo do Tratado de Budapeste
com o Consbércio belga de <colegdes coordenadas de
microrganismos (BCCM), sob o nimero de acesso LMBP 6452CB
(dada pela Autoridade Internacional depositaria;
identificacdo referéncia dada pelo depositante: ADHLSC).
Desta forma, a presente invengdo relata uma célula isolada,
linhagem celular e populagdo celular, depositadas junto ao

BCCM sob nimero de acesso LMBP 6452CB (aqui, linhagem

celular "LMBP 6452CB") , sublinhagem destas inclui
sublinhagem clonal, e a sua descedéncia, incluindo a
descendéncia diferenciada destas, esp. hepatbcitos ou

células semelhantes a hepatdcitos preparadas a partir
delas, e modificadas geneticamente ou de outra forma os
seus derivados.

Uma pessoa versada apreciard que as células-tronco ou
progenitoras, linhas celulares, compreendendo estas,
obtidas de acordo com os métodos da invengdo do figado

humano adulto pode ter propriedades bioldgicas, esp. a
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capacidade de proliferagdo e diferenciagdo, morfologia
celular e/ou marcador de expressdo, idéntico ou andlogo a
linhagem celular depositada acima, embora elas possam ser
geneticamente diferentes (devido a variacdo genética entre
os seres humanos normais). Assim, a célula-tronco ou
progenitora humanas ou populagdo celular, esp. derivadas do
figado, tendo propriedades bioldégicas idénticas ou andlogas
ds da populagdo celular depositada & também englobada no
dmbito do presente invengdo.

Em um outro aspecto, a invengdo fornece uma populagdo

celular compreendendo as célula-tronco ou progenitora do

figado adulto com as caracteristicas acima e,
opcionalmente, ainda mais modificadas, por exemplo,
modificadas geneticamente. Em uma modalidade, a dita

populagdo celular pode incluir cerca de 5% ou mais, por
exemplo, cerca de 10% ou mais das ditas células-tronco ou
progenitoras, cerca de 20% ou mais, cerca de 30% ou mais,
cerca de 40% ou mais, cerca de 50% ou mais, cerca de 60% ou
mais, cerca de 70% ou mais, cerca de 80% ou mais ou cerca
de 90% ou mais das células-tronco ou progenitoras, ou seja,
substancialmente homogéneas ou uma populag¢do homogénea da
dita célula-tronco ou progenitora.

Em um outro aspecto, a invengdo fornece uma linhagem
celular estabelecida pela propagagdao da célula-tronco ou

progenitora isolada derivada do figado da invengao,
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opcionalmente mais modificadas, por exemplo, modificadas
geneticamente. Essa propagagdo pode afastar uma célula-
tronco ou progenitoras (linhagem celular clonal) ou mais do
que uma célula.

Ainda em um outro aspecto, a inven¢ao fornece
células-tronco ou progenitoras derivadas do figado
isoladas, linhagem celular deste e/ou de uma populagdo
celular compreendendo estas, podem ser obtidas ou
diretamente obtidas wutilizando o método da invengado
descrito acima, incluindo as modalidades preferidas.

Em uma determinada modalidade, a presente invencéo,
assim, fornece um método para isolar wuma populagdac de
célula-tronco progenitora viadvel semelhante a mesenquimal
do figado (humano) normal (figura 1). As células-tronco sdo
capazes de prdliferar em um meio cultural, e expressa
marcadores de varios tipos de células hepéticas, tais como,
por exemplo albumina (hepatécitos), vimentina (células
estrela), alfa-actina de misculo liso (ASMA) (figura 2A).
Eles ndo tém fendétipo biliar, tal como demonstrado pela
imunocolorag¢do negativa e Ensaios RT-PCR para citogueratina
19 (figura 2B). Quando testada usando citometria de fluxo,
ADHLSC foram negativos para CD45, CD34 e CD117 indicando a
sua ndo-contaminag¢do por linhagem hematopoética. Em
contraste, ADHLSC foram positivas para CD90, CD29 e CD44,

marcadores para linhagem mesenguimal.
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Em uma modalidade, as células tém a possibilidade de
conservar a sua capacidade de proliferagdo apds o
tratamento tripsina/EDTA. A incubagdo um meio definido
permite estas células a se diferenciarem especificamente em
hepatdécitos (figura 3). Como critérios de especificidade
critérios adicionais, estas ndo estavam em condig¢des de
trans-diferenciarem em ostedcitos ou adipdcitos, como iria
ser observada usando células mesenquimais da medula &ssea
humana multipotente. A sua capacidade de proliferacgdo, bem
como a sua especificidade conduz a um aumento da eficacia e
seguranga para o transplante de células hepéticas. Além
disso, devido & sua origem adulta, estas células-tronco
evitam as questdes cancerigenas, éticas e imunoldgicas
associadas as células embrionédrias.

Diferenciagdo das células-tronco ou progenitoras da
invengao

Além de detectar os marcadores de células, estudo de
diferénciagéo das células in vitro e/ou in vivo pode ser
informativo.

Os presentes inventores adicionalmente perceberam que
as células-tronco ou progenitoras derivadas do figado
obtidas utilizando os métodos acima pode possuir
capacidades especificas de diferenciagdo. Particularmente,
as células podem ser diferenciadas em hepatdcitos ou

~

células semelhantes & hepatdcitos. Em uma modalidade mais
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adicional ainda, as células ndo se diferenciam dos tipos de
células mesodermal (mesenquimal), tais como, por exemplo,
ostebcitos, condrécitos, miécitos, células do tecido
conjuntivo, células estromais ou adipdcita.

A célula-tronco ou progenitora isolada derivadas do

figado da invengdo, 1linhas celulares, ou populagdes
celulares incluido estas (especificamente mencionadas,
embora obviamente nd3o limitada a, LMBP 6452CB linha), ou

descendentes desta, poderd ser vantajosamente induzida a se
diferenciar das <células de 1linhagem hepatdcitas, em
especialmente a hepatdcitos ou células semelhantes a
hepatdécitos. Essa diferenciagdo pode ocorrer in vivo ou in
vitro ou ex vivo. Assim, a invengdo prevé ainda um método
para geragdao de hepatbcitos ou células semelhantes a
hepatdécitos provenientes de células-tronco ou progenitoras
isoladas da invengao, e os  hepatdcitos ou células
semelhantes a hepatdécitos resultantes.

Em uma determinada modalidade, a célula—tronco ou
progenitora isolada derivada do figado da invengdo é
definida pela sua capacidade de se diferenciar em
hepatdcitos ou células semelhantes a hepatdcitos e falta de
diferenciagdo para tipos de células mesodermal, tais como,
por exemplo, ostedcitos e adipdcitos.

Tal como entendida por aqueles versados na arte, a

capacidade de diferenciar de um tipo especifico de células
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ou da auséncia de tal capacidade podem ser observados in
vitro, ex vivo ou in vivo. Por meio de exemplo, in vitro ou
ex vivo a diferenciagdo pode ser avaliada pela exposigdo da
célula a um meio para induzir a diferenciagdo especifica
como geralmente conhecida na arte. Por outro lado, a
diferenciacgdo pode ser avaliada in vivo, seguindo o destino
de uma introducdo (por exemplo, transplantada, injetada, ou
de outra célula administrada). Uma pessoa versada é capaz
de reconhecer a diferenciacdo para determinados tipos de
células por avaliagdo dos critérios fenotipicos, incluindo
mas ndo limitado a, morfologia celular e/ou marcador de
expressdo, e/ou atividades metabdlicas especificas ou
outras vias fisioldgicas.

A diferenciagdo em células de 1linhagem hepatécitas
pode ser vantajosamente efetuada na presenga de citocinas e
fatores de crescimento, gque podem ser especificas do
figado. Por meio de ilustragao, fator de crescimento do
hepatdécito (HGF), ou fator espalhado, & uma conhecida
citocina que promove a diferenciagdao do fendétipo do
hepatdécitos. Do mesmo modo, uma lista ndo-limitativa de
citocinas inclui ainda o fator de crescimento epidérmico
(EGF), FGF béasico, insulina, nicotinamida, oncostatina M,
dexametasona, Inibidores HDAC (por exemplo, butirato de
sédio), DMSO, vitamina A, ou componentes matfiz, tais como

sulfato de heparina, gque também foram implicados na
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diferenciac¢dao para hepatdécitos. Os protocolos para induzir
diferenciacdo dos hepatdcitos sdo geralmente conhecidos na
arte e ainda pode ser otimizado por uma pessoa versada.

A identificagdo e o subseqUente isolamento das
células diferenciadas de suas homdlogas indiferenciadas
podem ser realizados através de métodos bem conhecidos na
arte. Por exemplo, as células que foram induzidas a
diferenciacgao podem ser identificadas por células
cultivadas seletivamente sob condi¢des em gque as células
diferenciadas sd3o mais numerosas do que as células
indiferenciadas. Do mesmo modo, células diferenciadas podem
ser identificadas por mudangas morfoldgicas e
caracteristicas que ndo estdo presentes em suas homdlogas
indiferenciadas, tais como o tamanho da célula, forma ou a
complexidade da distribuigdo das organelas intracelulares.
Também estdo contemplados os métodos de identificacdo de
células diferenciadas pela sua expressao do marcador de
proteinas especificas, tais como marcadores de células da
superficie. A detecgdo e o isolamento destas células podem
ser obtidos, por exemplo, através de citometria de fluxo,
ELISA, e/ou por esferas magnéticas. A transcrigdo reversa-
PCR (RT-PCR) também pode ser usada para monitorar as
mudan¢as na expressdo genética em resposta a diferenciagéo.
Além disso, a andlise de todo o genoma usando tecnologia de

microarrays pode ser usada para identificar as células
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diferenciadas.

Modificagdo genética das células-tronco ou

progenitoras da invengdo

A dita célula-tronco ou progenitora do figado adulto
pode ser ainda modificada, por exemplo, geneticamente
modificado, tal como descrito acima. A nova invengdo se
relaciona com a descendéncia, incluindo a descendéncia
diferenciada, da célula-tronco ou progenitora do figado
adulto.

Em uma modalidade, para aumentar a capacidade
replicativa das células-tronco ou progenitoras obtidas da
invencgdo, as células podem ser geralmente chhecidas como
“telomerasada” na arte. Uma célula é descrito como
"telomerasada" se tiver sido geneticamente modificada com
uma codificagdo de acidos nucléicos codificando transcrigao
reversa da telomerasa (TERT) de qualquer espécie, de tal
modo que a TERT é transcrita e traduzida na célula. O termo
também se aplica a descendéncia das células alteradas
originalmente que herdou a capacidade de expressar a regido
de codificacdo TERT em um nivel elevado. A seqgléncia de
codificagdo TERT é tipicamente tomada ou adaptada a partir
de um gene de mamifero TERT, exemplificado pelo TERT
humanos e do rato, conforme indicado a seguir. As células
podem ser telomerasadas alterando-as geneticamente com um

vetor adequado, de modo gque elas expressem O componente
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catalitico da telomerasa (TERC) em wum nivel elevado.
Especialmente adequado estd o componente catalitico da
telomerasa humana (hTERT), fornecida no WO 1998/14592. Para
algumas aplicag¢des, outras seqléncias TERT podem ser
utilizadas. Outros métodos de imortalizacdo das células
também s3o contemplados, tal como modificar geneticamente
as células com DNA codificando o T-antigeno SV40 (US
5,869,243, WO 1997/32972), infectado com virus de Epstein-
Barr, introduzindo oncogenes tais como myc e/ou ras,
introduzindo genes de replicagdo viral como adenovirus Ela,
e pela fusdo de tendo fendétipo desejado com uma linhagem
celular imortalizada. A transfecgdo com produtos oncogenes
ou oncovirus é geralmente menos adequada quando as células
sdo utilizadas para fins terapéuticos.

Em geral, deve ser preferivel gque as presentes
células-tronco ou progenitoras nao sejam modificadas pela
telomerisa¢cdo ou outras formas de imortalizag¢do gquando a
utilizacdo do referido células ou descendentes, incluindo a
descendéncia diferenciada, estdo contempladas na terapia,
por exemplo, sempre que tais células sdo introduzidas no
corpo humano ou animal, esp. humano.

Na presente invengdo, obteve a célula-tronco ou
progenitora isolada derivada do figado ou descendentes
deste pode ser estdvel ou transitoriamente transfectadas ou

transformado em um &cido nucléico de interesse anterior a
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outro uso, por exemplo, mna terapia ou pesquisa, no
essencialmente como conhecido na arte. As seqiéncias de
dcidos nucléicos de interesse podem incluir, mas ndo estdo
limitados a, por exemplo, aqueles produtos de gene
codificado que aumentar o crescimento, diferenciagao e/ou
fuﬁcionamento dos tipos de células Uteis na terapia, por
exemplo, os tipos de células derivados de células-tronco ou
progenitoras da invengdo, e, nomeadamente, hepatdcitos ou
células semelhantes a hepatdcitos, ou para emitir um gene
terapéutico para um local de administragdo ou implantagdo
de tais células.

Por meio de exemplo e ndo de limitag¢do, as células-
tronco ou progenitoras obtidas podem ser modificadas para
constitutiva ou indutivamente sobre expressar um
polipeptidio normalmente expressado por células do figado,
esp. hepatécitos, mas sdo defeituoso ou ausente em um
paciente, este defeito subjacente um estado patoldégico do
paciente. A administragdo das células modificadas pode,
entdo, restabelecer a produgdo de proteinas e, assim ajudar
no tratamento do paciente. Por exemplo, as células-tronco
ou progenitoras ou as descendentes destas podem conter DNA
heterdlogo codificando uma proteina metabdlica tal como
ornitina transcarbamilase, arginosuccinato sintese,
argininosuccinato 1liase, arginasa, sintese de carbamil

fosfato, Sintese de N-acetil-glutamato, sintese de
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glutamina, sintese do glicogénio glicose-6-fosfatase,
succinato desidrogenase, glucoquinase, piruvato quinase,
acetil CoA carboxilase, sintese do &cido graxo, alanina
aminotransferase, glutamato desidrogenase, ferritina,
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL), enzimas
P450, e/ou A&lcool desidrogenase. Alternativamente, as
células podem conter DNA gue codifica uma proteina de
plasma secretada como a -albumina, transferrina,
complemento, componente C3, a2-macroglobulina,
fibrinogénio, Fator XIII, Fator IX, ol-antitripsina, ou
similar.

O figado é um centro de produgdo de muitas proteinas
secretoras. E €& anatomicamente conectado ao sistema
circulatdério, de tal forma gque permite uma eficiente
liberacdo de varias proteinas pela corrente sanguinea. Por
isso, os genes que codificam proteinas que possuem efeitos
sistémicos podem ser inseridos em células do figado da
presente inveng¢do, por oposigdo aos tipos especificos de
células que normalmente produzem eles, especialmente se &
dificil de integrar esses genes nestas células. Por
exemplo, variedade de genes homénomos ou genes de
anticorpos especificos pode ser inserido nas células
hepadticas da presente invencdo para a secregdo de seus
produtos de genes na circulagdo.

Métodos de transferéncia de genes convencionals sao
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utilizados para introduzir &cidos nucléicos em células. O
método preciso utilizado para introduzir um gene ndo &
critico para a inveng¢do. Por exemplo, métodos fisicos para
a introdugdo de DNA em células incluem microinjegdo e
eletroporagdo. Métodos quimicos, tal como a co-precipitagdo
com fosfato de célcio e incorporag¢do de DNA em lipossomas
também sdo métodos padrdo de introdug¢do de DNA em células
de mamiferos. A transfecg¢do viral também é contemplada. O
DNA é introduzido usando vetores padrdes, tais como os
derivados de murinas e retrovirus da gripe (ver, por
exemplo, Gluzman et al., Viral Vetores, Cold Spring Harbour
Laboratory, Cold Spring Harbour, NY, 1988).

Métodos de DNA recombinante padrdo sao bem conhecidos
na arte (ver, por exemplo, Ausubel et al., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nova
Iorque, 1989), e vetores virais para a terapia genética tem
sido desenvolvidos e utilizados clinicamente com sucesso
(ver, por exemplo, Rosenberg, et al., N. Engl. J. Med,
323:370 1990).

Usos de células-tronco ou progenitoras da invengado

A célula-tronco ou progenitora isolada originada do
figado, linhas celulares destas ou populag¢des compreendendo
essas podem ser usadas para diferentes propostas, é
entendido que o uso e as aplicagdes a seguir sdo amplamente

contemplada para qualquer célula-tronco ou progenitora do
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figado adulto, tal como definido acima, particularmente
para células obtidas ou diretamente obtidas utilizando o
método definido acima, as células exibindo as
caracteristicas acima definidas, bem como para a linhagem
celular LMBP 6452CB, uma modalidade em particular, uma
linhagem de célula-tronco isolada derivada do figado
adulto, preferivelmente wuma linhagem de célula-tronco
derivada do figado humano adulto (ADHLSC); descendentes
destas; ou derivados geneticamente modificados dos mesmos,
incluindo, mas nio limitados a:

- transplante de células hepaticas, para tratar
anomalias metabdélicas do figado, doengas degenerativas do
figado ou insuficiéncia hepatica fulminante, wusando as
células-tronco ou progenitoras isoladas ou populacdo destas
de acordo com a invencao,

- preparagao de dispositivos hepaticos bio-
artificiais usando células-tronco ou progenitoras isoladas
ou populag¢do desta de acordo com a invengéao,

- preparagdo de modelos animais de doengas do figado
humano gracgas ao transplante de células-tronco ou
progenitoras isoladas ou populagdo desta de acordo com a
inveng¢do em animais, |

- preparagao .de modelos animais in vitro e de
toxicologia, farmacologia utilizando as células-tronco ou

progenitoras isoladas ou populag¢do desta de acordo com a
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invencao,

- testar novas drogas sobre as células-tronco ou
progenitoras isoladas ou populagdo desta de acordo com a
invencd3o, incluindo drogas antivirais para o virus da
hepatite humana. -

Por exemplo, a andlise dos figados de uPA*/* -8CID e
camundongos SCID transplantados intra-esplenicamente com
ADHLSC (linhagem LMBP 6452CB), demonstraram dgue essas
células foram capazes de serem enxertadas e se
diferenciarem dos hepatdécitos maduros (figuras 4 e 5). Além
disso, a albumina humana foi detectada no soro destes
camundongos transplantados 10 semanas pds-transplante
apesar dos niveis de alfa-fetoproteina ndo terem sido
detectados.

De acordo com a presente invengdo as células-tronco
ou progenitoras do figado (especificamente mencionando,
embora, obviamente ndo limitada a linhagem LMBP 6452CB)
pode ser wusada para o transplante de erro inato do
metabolismo, para o transplante em modelos animais de falha
do figado ou para o transplante de modelos animais de
hepatites virais humanas. Portanto, as células podem ser
usadas no tratamento de doencg¢as hepdticas associadas,
incluindo mas n3c limitado a insuficiéncia hepatica,
hepatite, erros inatos do metabolismo.

Em uma modalidade exemplificativa, como mostrado no
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exemplo 1, demonstram que os inventores das células-tronco
ou progenitoras do figado humanas da invengdo, quando
administrada através de injec¢do intra-esplénica a um
mamifero com imunodeficiéncia, mais preferivelmente um
roedor, esp. um camundongo ou rato, conservar a sua
capacidade de proliferagdo e de se enxertar dentro do
figado hospedeiro. Assim sendo, em uma modalidade, uma
populagdo celular compreendendo células-tronco ou

progenitoras do figado da invengdo, preferivelmente de

origem humana (especificamente mencionada, embora
obviamente ndo limitada a linhagem  LMBP6452CB), é
introduzida, por exemplo, 1injetada e permitida a ser

enxertada em um mamifero geneticamente ou quimicamente
feita com imunodeficiéncia, para obter um modelo animal.
Preferencialmente, tal populagdo pode compreender pelo
menos, 2 x 10° células da invencdo. Uma pessoa versada
poderd apreciar outras maneiras de administrar a populagdo
celular da invencdo para induzir o enxerto das dita
células-tronco ou progenitoras derivadas do figado adulto.

Tal como especificado no exemplo 1, as células ndo
enxertadas ndo sobre proliferam, evidenciando assim as suas
vantagens em transplante de células em seres humanos ou
outros animais, preferivelmente mamiferos.

A presente inveng¢do abrange também a utilizagdo de

células-tronco ou progenitoras isoladas ou a populagdo
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destas de acordo com a invengao (especificamente
mencionando, embora obviamente ndo limitada a linhagem LMBP
6452CB), para as seguintes propostas:

- transplante de células-tronco ou progenitoras do
figado, ©para tratar figado Dbaseado em deficiéncias
metabdlicas inatas: Exemplos ndo exaustivos de tais doengas
incluem fenilcetondria e outras aminoacidopatias, hemofilia
e outras deficiéncias do fator de coagulacao,
hipercolesterolemia familiar, outras desordens do
metabolismo lipidico, perturbagdes do ciclo da wuréia,
glicogenoses, galactosemia, fructosemia, tirosinemia,
metabolismo dos carboidratos e proteinas deficiéncias,
acidtria orgdnicas, doengas mitocdndrias, doencas
lisossomais, peroxissomais, anormalidade da sintese
protéica, defeitos dos transportadores das células do
figado, defeito de glicosilagdo e similares,

- transplante de células-tronco ou progenitoras do
figado, de acordo com a invengdo para tratar doengas
hepaticas degenerativas progressivas adquiridas,

- utilizagdo de células—tronco ou progenitoras do
figado, de acordo com a invengdo para tratar a
insuficiéncia hepética fulminante e faléncia hepatica aguda
ou cr6nica,_

- utilizagdo de células-tronco ou progenitoras do

figado, de acordo com a invengdo em um bio-figado
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artificial e dispositivos de ajuda ao figado,

- modelos de animais de doengas do figado humano
gracas ao transplante de células-tronco ou progenitoras do
figado, de acordo com a 'invencéo em animais pequenos e
grandes,

- a preparagdo de modelos ~animais de infecgdes
humanas por virus hepatotropico (HBV, HAV, HCV, HEV , HDV,
c.) para estudar a histdéria natural, transmisséao,
resisténcia, efeitos do tratamento, uso de drogas
antivirais ou qualquer pesquisa usando células-tronco ou
progenitoras do figado transplantadas , de acordo com a
invencao,

- a preparagdo in vitro de modelos animais de
toxicologia, farmacologia e farmacogenética usando células-
tronco ou progenitoras do figado, de acordo com a invengdo,

- testar novas drogas sobre as células-tronco ou
progenitoras do figado, de acordo com a invengdo,

- terapia genética, através da insergdo de sequéncias
virais nas células-tronco ou progenitoras do figado de
acordo com a inven¢do, que poderd ser expandida, in vitro,

- modelos animais para estudo metabolismo celular do
figado humano,

- tolerédncia de células alogénicas, gragas ao uso de
células-tronco ou progenitoras do figado, de acordo com a

invengdo, e/ou
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- uso de células-tronco ou progenitoras do figado, de
acordo com a invengao para evitar, prevenir ou tratar o
figado ou a rejeigdo de transplante de células do figado.

As presentes células;tronco ou progenitoras ou
descendentes destas, incluindo a descendéncia diferenciada,
pode, em um aspecto da invengdo, ser destinadas a
aplicag¢des  terapéuticas, como por exemplo, para a
engenharia de tecidos e terapia celular.

Uma pessoa versada apreciard que o uso detalhado pode
envolver a utilizagdo de células-tronco ou progenitoras,
linhagem celular destas, populag¢des celular compreendendo
estas, bem como a utilizagdo de descendentes destas,
incluindo a descendéncia diferenciada, esp. hepatdcitos ou
células semelhantes a hepatdcitos geneticamente modificados
ou seus derivados.

Tal como referido anteriormente, as células-tronco ou
progenitoras originadas do figado da inveng¢do, linhagem
celular destas, ou populag¢des celulares que compreende as
mesmas (especificamente mencionada, embora obviamente nédo
limitada a linhagem LMBP 6452CB), ou descendentes destas,
opcionalmente modificadas geneticamente, podem ser usadas
em terapias substituigdo de células. As células podem ser
administradas a um tecido de interesse em um sujeito para
completar ou substituir células de funcionamento que tenham

perdido a fungdo. Alternativamente, os métodos de fornecer
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células diferenciadas, sobretudo hepatdcitos ou células
semelhantes a hepatécitos, também sdo contemplados, onde
células-tronco ou progenitoras sdo diferenciadas, na
presenga da fatores de crescimento, isolados, e
administradas em um sujeito.

O estado da doenca ou o tipo de deficiéncia por perda
de massa do figado e/ou fungdo, e que poderia beneficiar-se
de células-tronco ou progenitoras da invengdao incluem
agquelas listadas acima, e ainda inclui, mas ndo se limitam
& sindrome de Alagille, doenga alcodlicas do figado
(cirrose induzida pelo &lcool), deficiéncia de al-
antitripsina (todos os fendtipos), dislipidemias' e outras
desordens do metabolismo lipidico, hepatite autoimune,
sindrome de Budd-Chiari, atresia biliar, colestase intra-
hepdtica progressiva familiar tipos I, II e III, cancer de
figado, doenga de Caroli, Sindrome deACrigler-Najjar,
fructosemia, galactosemia, hidratos de carbono deficiente,
defeitos de glicosilag¢do, outros distlGrbios do metabolismo
dos carboidratos, Doenca de Refsum e de outras doencas
peroxissomais, Doenga de Niemann Pick, doenga de Wolman e
outros distirbios 1lisossomais, tirosinemia, Triplo H,
aminodcidos e outros distirbios metabdlicos, sindrome de
Dubin-Johnson, gordura no figado (esteato-hepatite ndo-
alcodlica), sindrome de Gilbert, Doeng¢a do armazenamento de

glicogénio I e III, hemocromatose, hepatite A-G, porfiria,
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cirrose biliar priméria, colangite esclerosante,
tirosinemia, deficiéncias do fator de coagulag¢do, hemofilia
B, fenilcetonlGria, doenga de Wilson, falha fulminate do
figado, falha hepéatica pds hepatectomia, doencas da cadeia
respiratdédria mitocondrial. Além disso, as células também
podem ser usadas para tratar a disfuncdo hepatica devido a
infec¢des virais adquiridas.

Desta forma, a linhagem celular destas é fornecida em
um aspecto as células-tronco ou progenitoras do figado
adulto da invengdo, ou populagdes celulares que compreendem

as mesmas (especificamente mencionada, embora obviamente

nado limitada & linhagem LMBP 6452CB), ou descendentes
destas, oincluindo descendéncia diferenciada, esp.
hepatdcitos ou células semelhantes a hepatécitos,

opcionalmente modificadas geneticamente como detalhado
acima, para utilizagdo na terapia e/ou uso destas na
fabricagdo de um medicamento para o tratamento de doengas
hepaticas. Essas doengas podem incluir doengas que afetam o
tecido hepatico, doengas que afetam a wviabilidade e/ou
funcdo dos hepatdcitos sdo especificamente contempladas, e
pode representar, por exemplo, erros inatos, os efeitos de
uma condigdo de doenga, o efeito do trauma, efeitos
téxicos, infecg¢des virais, etc. As doengas do figado
listadas no  presente relatdrio sao especificamente

contempladas. A administrag¢do de células de acordo com a
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invencdo pode levar a reconstituigdo ou regeneragdo do
tecido do sujeito. As células sdo administradas de uma
forma que permitem o enxerto ou migrar para o local do

tecido destinado a reconstituir ou regenerar a @Aarea

" funcionalmente deficiente.

Outro aspecto da invengdo é um método para a
prevengdo e/ou tratamento de uma doenga  hepéatica,
compreendendo a administrag¢do das células-tronco ou
progenitoras do figado adulto da inveng¢do, linhagem celular
destas, ou populagdes celulares.que compreende as mesmas
(especificamente menciona, embora ndo exclusivamente, a
linhagem LMBP 6452CB), ou descendentes destas, incluindo a
descendéncia diferenciada, esp. hepatdcitos ou células
semelhantes a hepatécitos, opcionalmente modificadas
geneticamente para um sujeito, esp. humanos, na necessidade
do tratamento. Tal administragdo & tipicamente em
quantidade terapeuticamente efetiva, ou seja, geralmente em
quantidade que fornece um local desejado ou efeito
sistémico e desempenho. Em um outro aspecto, a invengéao
relata uma composicdo farmacéutica gque compreende as
células-tronco ou progenitoras do figado adulto da
invencdo, linhagem celular, ou uma populagdo que compreende
a mesmas (especificamente menciona, embora nao
exclusivamente, a linhagem LMBP 6452CB), ou descendentes

destas incluindo a descendéncia diferenciada, esp.
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hepatdcitos ou células semelhantes a hepatdcitos,
opcionalmente modificadas geneticamente coﬁo acima.

Por meio de exemplo e ndo de limitag¢do, as células-
tronco ou progenitoras isoladas do figado adulto da
invencdo, linhagem celular destas, ou populag¢des celulares
que compreende as mesmas (especificamente menciona, embora
obviamente ndo limitada a linhagem LMBP 6452CB), ou
descendentes das mesmas pode ser vantajosa administradas
por injecdo (englobando também a administra¢do por cateter)
ou implantacdo, por exemplo, injeg¢do localizada, injegdo
sistémica, injegdo intra-esplénica (ver também Gupta et
al., Semindrios, em Doen¢a hepdtica 12: 321, 1992), uma
injegdo para uma veia portal, injegdo na polpa do figado,
por exemplo, abaixo da cépsula hepatica, administragao
parentérica, ou inje¢do intra-uterina em um embrido ou
feto.

Em uma modalidade preferida, as células-tronco ou
progenitoras originadas do figado da invencdo, linhagem
celular destas, ou populag¢des celulares que compreende as
mesmas (especificamente menciona, embora obviamente nao
limitada a linhagem LMBP 6452CB), ou descendentes destas,
opcionalmente modificadas geneticamente, podem ser
utilizadas para a engenharia dos tecidos e da terapia
celular através do transplante de células do figado (TCF).

O transplante de células do figado e transplante (LSCT), e
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transplante de células-tronco do figado (LSCT) se referem a
infusdo de hepatdécitos maduros ou células progenitoras
figado, incluindo as células da invengdo, de qualquer forma
que conduza o acesso hepatico e enxerto de células,
preferivelmente através da vela portal, mas também pela
injecdo hepédtica direta, ou por injeg¢do intra-esplénica.

Por exemplo, as células podem ser fornecidas como uma
suspensao celular em gqualquer meio preservagao,
preferivelmente contendo albumina humana, apds o processo
de isolamento ou apds a descongelagdo seguida de
criopreservagao.

Em uma modalidade, a presente inveng¢ao comtempla usar
tecido do figado do prdprio paciente para isolar as
células-tronco ou progenitoras da invengdo. Tais células
seriam autdlogas para o paciente e poderia ser facilmente
administrado ao doente. Além disso, se o paciente possui um
defeito genético subjacente a um determinado estado
patoldgico, tal defeito pode ser evitado por manipulagdo
genética das células obtidas.

Em outra modalidade, as células-tronco ou
progenitoras da invengdo podem ser isoladas de tecido que
ndo é do prdéprio paciente. Quando a administrag¢do de tais
células de um paciente é contemplada, podera ser preferivel
gue o tecido hepatico submetidos ao método da presente

invengdo para obter as células-tronco ou progenitoras seja
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selecionado para maximizar, ou gque pelo menos seja
realizadvel dentro dos limites, a compatibilidade do tecido
entre o paciente e as células administradas, reduzem assim
a probabilidade de rejeigdo das células administradas pelo
sistema imunoldégico do paciente (por exemplo, enxerto
versus a rejeig¢do do hospedeiro).

A capacidade do sistema imunitédrio para se auto
diferenciar do ndo préprio em grande medida determinado por
produtos de complexo de histocompatibilidade principal
(MHC), cujos genes estdo no cromossoma 6 e, pertenéem ao
gene da super familia da imunoglobulina. Os produtos classe
I MHC consistem de HLA-A, HLA-B e HLA-C; estes dispdem de
uma ampla distribuigdo e estdo presentes na superficie de
praticamente todos os nlcleos de células e plaquetas. Os
produtos classe II MHC consistem de HLA-D, HLA-DR, HLA-DP,
e HLA-DQ, pois eles tém uma distribuigdo mais liﬁitada,
incluindo as células B, macréfagos, células dendriticas,
células de Langerhans, e células T ativadas (mas ndo
repousa) .

O HLA loci geralmente sdo multialélicos, por exemplo,
usando anticorpos especificos, pelo menos 26 alelos HLA-A,
59 alelos HLA-B, 10 alelos HLA-C, 26 alelos HLA-D, 22
alelos HLA-DR, nove alelos HLA-DQ e seis alelos HLA-DP
podem ser reconhecidos. Devido ao HLA loci estéd intimamente

ligado, os antigenos HLA podem também estar presentes como
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haplétipos conservados.

Um sujeito na necessidade da terapia com células da
presente invengdo pode ser rastreado pela presenga de
anticorpos anti-HLA e pelo seu gendtipo HLA e/ou fendtipo
(por exemplo, em linfécitos; por exemplo, usando métodos
soroldgicos ou andlise genética do DNA). As células-tronco
ou progenitoras obtidas de acordo com a presente invengdo,
ou o tecido do figado fonte ou doador deste, pode ser
normalmente testados pelos seus fendtipos e/ou gendtipos
HLA e tecidos ou células selecionadas para a administragao,
que tém ainda haplétipos HLA indénticos ao do paciente, ou
que tenham a mais alelos antigeno HLA comum ao paciente e
nenhum ou menos antigenos HLA de gque o paciente contém
anticorpos pré-existentes anti-HLA. A probabilidade de que
as células transplantadas sejam aceitas com sucesso aumenta
com o numero de antigenos HLA idénticos. Uma pessoa versada
ir4d compreender uma variag¢do maior de todas estas
consideracgdes.

Outras formas de obter o perfil MHC semelhante ao do
paciente também sdo contempladas, por exemplo, a
manipulacdo genética de células-tronco ou progenitoras
obtidas da invencdo ou descendentes destas.

Se as células s3o obtidas de fontes heterdloga (ou
seja, ndo-autdlogo) , terapia imunossupressora

conicomitantemente pode ser normalmente administrada, por
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exemplo, utilizando agentes imunossupressores, tais como
ciclosporina ou tacrolimus (FK506). Alternativamente, as
células podem ser encapsuladas por uma membrana que permite
o intercémbio dos fluidos, mas evita o contato
célula/célula. Transplantes de células microencapsuladaa
sdo conhecidos na arte, por exemplo, Balladur et al., 1995,
Surgery  117:189-194; e Dixit et al., 1992, Cell
Transplantation 1:275-279. Preferencialmente, as células
podem ser autdlogas, ou mostrar uma estreita
correspondéncia HLA como explicado.

Em outra modalidade preferida, o figado adulto ou
parte deste & de um animal n3o-humano, preferivelmente um
individuo mamifero nao-humano. As células-tronco ou
progenitoras ou linhagem celular destas ou descendentes das
mesmas derivadas de figados de animais ndo-humanos ou
individuos animais mamiferos ndo-humanos  de acordo com a
invencdo podem ser vantajosamente usadas, por exemplo, na
pesquisa e na terapia de doencas hepaticas em membros do
mesmo, relacionadas a outros animais ndo-humanos ou de
espécies de mamiferos ndo-humanos, ou mesmo na terapia de
paciente que sofrem de doengas hepédticas (por exemplo,
xenotransp}.antag:éo, dispositivos do figado bio-artificial
compreendendo células mamédrias ndo-humanas ou animais néao-
humanas) . Por meio de exemplo e nd3o de limitagdo,

especialmente células adequadas de mamiferos ndo-humanos
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para uso em terapias humanas podem ser originarias de
suinos.

Uma questdo relativa ao uso terapéutico das células-
tronco ou progenitoras da invengdo é a quantidade de
células necessarias para alcangar um efeito 6timo. As doses
de administragdo pode ser variéveis, e podem incluir uma
administragdo inicial seguida de outras administrac¢des, e
podem ser determinadas por uma pessoa versada conhecedoras
da presente revelacdo. Normalmente, as doses administradas
ou doses fornecerdo uma quantidade terapéutica eficaz de
células, ou seja, obtendo um local desejado ou efeito
sistémico e desempenho.

Em estudos humanos atuais de células autdlogas
mononucleares da medula &ssea, doses empiricas entre 1 e 4
x107 células té&m sido usadas com resultados animadores.
Entretanto, diversos cendrios podem exigir a otimizacdo da
quantidade de células administradas. Assim, a quantidade de
células a ser administrada iréd variar de acordo com o
sujeito a ser tratado. Em uma modalidade preferida, entre
102 a 10°, ou entre 10° a 10°, ou entre 10* a 10°, como entre
10* e 10%, ou entre 10° e 107, por exemplo, cerca de 1x 10°,
cerca de 5x 10°, cerca de 1 X 106, cerca de 5 X 106, cerca
de 1 X 107, cerca de 2 X 107, ou cerca de 3 X 107, cerce de
4 X 107, cerca de 5 X 10’7, cerca de 6 X 107, cerca de 7 X

107, cerca de cerca de 8 X 107, cerca de 9 X 107, cerca de 1
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X 108, podem ser administradas a um ser humano. No entanto,
a definicd3o exata de uma dose eficaz terapéutica pode ser
baseada em fatores individuais para cada paciente,
incluindo o© seu tamanho, idade, tamanho do tecido
lesionado, e o tempo decorrido da 'leséo, e pode ser
facilmente verificado por aqueles versados na arte a partir
desta divulgag¢do e o conhecimento na tecnologia.

Preferencialmente, a pureza de uma populagdo celular
compreendendo as células-tronco ou progenitoras para a
administragdo da invengdo pode ser cerca de 50 a cerca de
55%, cerca de 55 a cerca de 60%, e cerca de 65 a cerca de
70%. Mais preferivelmente a pureza pode ser de cerca de 70
a cerca de 75%, de cerca de 75 a cerca de 80%, cerca de 80%
a cerca de 85%, e mais pfeferivelmente a pureza pode ser de
cerca de 85 a cerca de 90%, cerca de 90 a cerca de 95%, e
cerca de 95 a cerca de 100%. A pureza das células-tronco
pode ser determinada, por exemplo, de acordo com o perfil
marcador da superficie celular dentro de uma populacgédo
celular. A dosagem pode ser facilmente ajustada por aqueles
versados na arte (por exemplo, menor pureza pode exigir um
aumento da dose) .

Aqueles versados na arte poderdo facilmente
determinar a quantidade de células e aditivos opcionais,
veiculos e/ou transportador em composigdes a serem

administradas pelos métodos da invengdo. Normalmente,
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qualquer aditivos (em adigdo as célula(s)-tronco ou
progenitoras ativas e/ou citoquina(s)) podem estar
presentes em quantidade de 0,001 para 50% (w/w ou w/v) em
solucdo salina de tampdo de fosfato, e ingrediente ativo
pode estd tipicamente presentes na ordem ae microgramas a
miligramas, como cerca de 0,0001 a cerca de 5% (w/w ou
w/v), preferivelmente cerca de 0,0001 a cerca de 1%, mais
preferivelmente cerca de 0,0001 a cerca de 0,05% ou cerca
de 0,001% a cerca de 20%, preferivelmente cerca de 0,01 a
cerca de 10%, e mais preferivelmente ainda cerca de 0,05 a
cerca de 5%.

Quando se administra uma composic¢do terapéutica da
presente invengdo, esta pode ser geralmente formulada de
forma injetdvel em dose dGnica (por exemplo, solugédo,
suspensao, dispersado, emulsdo) . As formulacgdes
farmacéuticas adequadas para injeg¢do incluem solugdes
aquosas esterilizadas e dispersdes. Como usado aqui, as
solu¢des ou dispersdes incluem um transportador ou diluente
farmaceuticamente aceitdveis nos gquais as células da
invencdo permanecem vidveis. O transportador pode ser um
solvente farmaceuticamente aceitdvel ou meio dispersante
contendo, por exemplo, &gua, soro fisiolégico, tampéo
fosfato, poliol (por exemplo, glicerol, propilenoglicol,
liquido de polietileno-glicol, e similares) e misturas

adequadas destes.
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Além disso, varios aditivos que aumentam a
estabilidade, esterilidade, e isotonicidade das
composicdes, incluindo os conservantes antimicrobianos,

antioxidantes, agentes quelantes, e tampées podem ser
adicionados. A prevencgdo da agao dos microrganismos pode
ser assegurada por diversos agentes antibacterianos e
antifingicos, pof exemplo, parabenos, chlorobutanol, fenol,
dcido sbérbico, e similares.

Em muitos casos, serd conveniente incluir agentes
isotdénicos para garantir a viabilidade das células, por
exemplo, aglcares, cloreto de sdédio, e similares. A
isotonicidade desejada das composig¢des da presente invengdo
pode ser obtida utilizando cloreto de sdédio, ou outros
agentes farmaceuticamente aceitéveis como dextrose, &acido
bérico, tartarato de sbédio, propilenoglicol ou outras
matérias orgdnicas ou inorgdnicas solGveis. O cloreto de
sbédio é particularmente preferido para tampdes contendo
ions de sdédio.

Para aumentar potencialmente a sobrevida de células
progenitoras ao introduzir as células-tronco ou
descendentes diferenciadas de interesse destas no sujeito
na necessidade destas, pode-se incorporar nas ditas células
em um biopolimero ou polimeros sintéticos. Exemplos de
biopolimeros aceitadveis incluem, mas ndo estdo limitados a,

fibronectina, fibrina, fibrinogénio, trombina, colageno, e
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proteoglicanos. Isto pode ser construido com ou sem
incluido citocinas, fatores de crescimento, fatores de
diferenciacdo ou constru¢des de expressdo de Aacidos
nucléicos, etc. Esses biopolimeros poderiam ser, por
exemplo, em suspensdo ou um gel tridimensional embebido com
células. Estes polimeros podem ser preferencialmente
biodegradaveis.

A absorcdo prolongada da forma farmacéutica injetavel
pode ser concretizada através do uso de agentes que atrasam
a absorcdo, por exemplo, mono estearato de aluminio e de
gelatina. Entretanto, de acordo com a presente invengdo
qualquer veiculo, diluente, ou aditivo utilizado deve ser
compativel com as célulasftronco ou progenitoras.

Solugdes estéreis ejetdveis podem ser preparadas
incorporando as células utilizadas na pratica da presente
invenc3o na quantidade necessaria do solvente apropriado
com varias quantidades dos outros ingredientes, como
pretendido.

Essas composicdes podem ainda ser misturadas com um
transportador, solvente, excipiente aceitéveis, tal como
dgua purificada, soro fisioldgico, glicose, dextrose, ou
similares. As composigdes  podem conter substéncias
auxiliares, tais como agentes emulsificantes,
humidificantes, agentes de pH tamponizantes, aditivos de

aumento de viscosidade ou gelificagdo, conservantes,
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agentes aromatizantes, corantes, e similares, dependendo da
via de administragdo e a preparagdo desejada.

Textos padrdes, tais como "Remington's pharmaceutical
calense", 17° edicao, 1985, sdo incorporados neste
documento por referéncia, e poderdo ser consultados para
preparacgdes adequadas, sem experimentagdes indesejaveis.

A viscosidade das composigdes, se desejado, podera
ser mantido no nivel selecionado utilizando um agente de
espessamento farmaceuticamente aceitdvel. A metilcelulose é
preferida porque é economicamente e prontamente disponivel
e é& facil de trabalhar. Outros agentes de espessamento
adequado incluem, por exemplo, goma xantana, carboximetil
celulose, celulose hidroxipropil, carbdmero, e similares. A
concentracdo preferida do espessante dependerd do agente
selecionado. O ponto & usar uma quantidade, que ira obter a
viscosidade selecionada. As composigdes viscosas sdo
normalmente preparadas a partir de solugdes através da

adigdo de tais agentes de espessamento.

Outras utilizacdes das células-tronco ou progenitoras

da invengao

Outras utilizacdes das células-tronco ou progenitoras

da invencéao, linhagem celulér destas, ou populacgdes
celulares que compreende as mesmas (especificamente
menciona, embora ndo exclusivamente, a linhagem LMBP
6452CB), ou descendentes destas, incluindo a descendéncié



10

15

20

25

130/148

diferenciada, esp. hepatbécitos ou células semelhantes a
hepatdécitos, opcionalmente geneticamente modificada, s&o
contempladas a seguir.

Assim, as células-tronco ou progenitoras
diferenciadas ou seus derivados, esp. hepatdcitos ou
células semelhantes a hepatdcitos, podem'ser usadas para
detectar respostas celulares (por exemplo, toxicidade) para
os agentes biocativos (bioldgica ou farmacoldégica),
compreendendo contatar uma cultura de células, ou derivados
diferenciados das mesmas, com um ou mals agentes bioldgicos
ou farmacoldégicos, identificando uma ou mais resposta
celular a um ou mais agentes bioldgicos ou farmacoldgico, e
comparando as respostas celulares das culturas celulares
com as respostas de controle das culturas celulares. Essas
respostas podem ser determinadas através do acompanhamento
das atividades das moléculas, tais como, mas ndo limitado
a, fosfatase alcalina, citocromo P450, enzimas da via da
uréia, entre outros.

Além disso, citocinas, quimiocinas, composig¢des
farmacéuticas e de fatores de crescimento, por exemplo,
podem ser rastreados utilizando as <células-tronco ou
progenitoras da invengdo ou seus derivados diferenciados,
esp. hepatbécitos ou células semelhantes a hepatdcitos, de
forma mais clara para elucidar seus efeitos sobre a

diferenciag¢do e fungdo dessas células.
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A invencdo também prevé um O6rgdo preparado pela
engenharia dos tecidos, ou porgdes, ou partes especificas
do mesmo, dispositivo de construgdo de tecido compreendendo
um tecido de 1interesses e, opcionalmente, citocinas,
fatores de crescimento, ou fatores de crescimento, onde as
células da inveng¢do sd3o usadas para gerar tecidos, esp.
tecido hepéatico, esp. tecido compreendendo hepatdcitos.
Orgdo preparado pela engenharia dos tecidos, pode ser
utilizado com um suporte polimérico biocompativel para
apoiér o crescimento das células em wuma configuragao
tridimensional, que pode ser biodegradavel. Orgdos gerados
da engenharia de tecidos, a partir de células-tronco da
presente invengdo podem ser implantados em sujeitos que
precisam de um novo &rgdo, porgdes, ou partes especificas
do mesmo. A presente invengdo também prevé a utilizagdo de
células-tronco ou células diferenciadas, assim como parte
de um bioreactor, e. g., um dispositivo auxiliar figado.

Orgdos, porgdes, ou partes das células-tronco obtidas
a partir da invengdo podem ser implantados em um
hospedeiro. O transplante pode ser autdlogo, de tal forma
que o doador das células-tronco a partir do qual o érgdo ou
unidades do 6rgdo sdo derivadas do destinatario da
engenharia de tecidos. O transplante pode ser heterdlogo,
de tal forma que o doador das células-tronco a partir do

qual o ©6rgdo ou unidades O&6rgdos ndo sdo derivadas do
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destinatdrio da engenharia de tecidos. Uma vez transferida
para um hospedeiro, o 6rgdo produzido pela engenharia de
tecidos pode recapitular a fungdo e arquitetura do tecido
hospedeiro nativo. O &6rgdo produzido pela  engenharia de
tecidos iré& beneficiar individuos, em uma ampla variedade
de aplica¢des, incluindo o tratamento de cédncer e outras
doengas reveladas aqui, defeitos congénitos, ou danos
devido & ressecgdo cirdrgica.

Como uma ferramenta para o processo de
desenvolvimento e testes de droga, as células do figado e
suas descendentes poderdo ser utilizadas para avaliar
mudangas nos padrdes da expressdo genética causada por
drogas que sao consideradas para o desenvolvimento. As
mudancas no padrdao de expressdo genética de drogas
potenciais poderiam ser comparadas com aqueles causadas por
farmacos que afetam o figado. Isso permitiria que uma
empresa farmacéutica separe os compostos de seu efeito no
figado antes do processo de desenvolvimento, economizando
tempo e dinheiro. A linhagem completa das células do
figado, a partir de célulés progenitoras para células
maduras, também poderia ser utilizada para testar a
toxicidade das drogas no figado e para estudar a forma como
a droga é metabolizada. Atualmente, os laboratdrios
farmacéuticos tém dificuldade em obter um fornecimento

constante de células do figado para os ensaios de
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toxicidade. Os métodos e de células da presente invengdo
respondem a essa necessidade.

Adicionalmente, as células-tronco ou progenitoras do
figado adulto ou descendentes destas, incluindo a
descendéncia diferenciada, esp. hepatdcitos ou células
semelhantes a hepatdcitos sdo 1Qteis como componentes
bioldgicos dos dispositivos de desintoxicagdo, tais como
perfusdo hepatica ou dispositivos de ajuda do figado.

Um dispositivo ajuda do figado convencional inclui
uma fibras de membrana semipermeaveis ocas e como uma
concha externa pléastica e rigida que sdo semeadas com
células-tronco ou hepatdcitos diferenciados ou a partir de
células-tronco derivadas. As fibras podem ser tratadas com
coldgeno, lectina, laminina, ou fibronectina, para a
anexag¢ado das células ou liberag¢do das ndo tratadas. Os
fluidos corporais sdo perfundidos através do dispositivo de
desintoxicagdo, de acordo com procedimentos bem conhecidos
e, em seguida, retornados para o paciente. Um exemplo de um
LAD adequado para as células da presente invencdo &
descrito no pedido de patente internacional nimero de serie
PCT US00/15524.

As células-tronco ou progenitoras do figado adulto da
invengdo ou descendentes destas podemlser diferenciadas in
vitro e ainda usadas no 1lugar de hepatdcitos maduros

administracao "ADMET", distribuicgido, metabolismo,
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eliminacdo e toxicologia) ou testes de citotoxicidade.

Os hepatécitos ou células semelhantes a hepatdcitos
obtidas através da diferenciacdo das células-tronco ou
progenitoras do figado adulto da inveng¢do ou descendentes
das mesmas pode fornecer um modelo in vitro para estudos
de desenvolvimento do figado, wmetabolismo da célula do
figado, bioclogia celular do figado, e para triagem
diferenciada, moléculas téxicas ou proliferativa.
Adicionalmente contempla a manipulagdo genética de tais
células, elas podem ser wusadas ©para estudar genes
envolvidos no desenvolvimento figado, metabolismo ou
biologia das células hepaticas.

A inveng¢do agora serd ilustrada por meio de exemplos,
que ndo limita o ambito da inveng¢do de nenhum modo.

Exemplo 1

Processo de isolamento de células do figado

As células do figado humano foram obtidas a partir de
um figado inteiro ou segmentos de um figado provenientes de
doador cadavérico saudavel ou sem batimentos cardiacos. As
células foram isoladas apdés o tempo de retirada (por
exemplo, entre 6 e 12 horas apds a retirada) enguanto os
figados foram conservados em um meio com gelo em uma
Universidade de Wisconsin até a perfusdo. Os hepatdcitos
isolados foram usando uma técnica cléssica de perfusdo em

duas etapas (Seglen, 1976) (Stephenne, 2005). O tecido do
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figado sequencialmente perfundidos nos vasos sanguineos
aparentes com uma solugdo EGTA (Solugdo salina equilibrada
de Earl sem Ca'* e Mg'*, 0,5 mM EGTA, 5 mM Hepes, 2 mg/l
gentamicina, e 100.000 IU/I penicilina G) e uma solugdo
enzimdtica digestiva de 9 a 12 minutos cada a 37°C. A
solucdo digestiva (EBSS com Ca'* e Mg'", 5 mM Hepes, 2 mg/l
gentamicina, e 100.000 UI/I penicilina G) incluido 0,9
mg/ml de colagenase e 0,03 mg/ml dos inibidores de tripsina
de soja. A capsula de figado foi incisionada e os hepatdcitos
foram libertados por suave agitagdo.

A digestdo foi interrompida em meio gelado (meio
M199, 5 mM Hepes, 2 mg/l gentamicina e 100.000 UI/I
penicilina G), contendo 0,03 mg/ml de inibidores de
tripsina de soja e 100 ml/l de plasma humano. As células
foram filtradas e lavados através de 4 peneiras de metal
com poros de tamanhos de 4,5, 1, 0,5 e 0,25 mm
respectivamente. As células foram 1lavadas 3 vezes por
centrifugacdo a 1200 rpm durante 3 minutos, em um meio de
lavagem M199 frio.

Cultura celular primaria

As suspensdes de células Unicas foram resuspensas em
Williams' E medium (Invitrogen) complementado com 10% de
soro fetal de vitelo (FCS) (Perbio, Hyclone), 25 ng/ml EGF
(Peprotech), 10 pg/ml de insulina, 1 pM dexametasona e 1%

penicilina/estreptomicina (P/S) (Invitrogen). As células
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foram chapeadas em rabo de rato coldgeno I (BD Biosciences)
- frascos revestidos ou placas (por exemplo, placas de 6
pogos) (Greiner Bio-one) e cultivadas a 37°C em uma
atmosfera completamente umidificada contendo 5% de CO,.
Apds 24 horas, o meio foil alterado para eliminar as células
ndo-aderentes e depois renovado é cada trés dias. Durante
duas semanas, a cultura foi observada diariamente por
microscdpio e o meio da cultura foi analisado a cada trés
dias. O meio da cultura foi depois comutado para DMEM com
elevadas concentragdes de glicose (Invitrogen)
complementado com 10% FCS (Perbio, Hyclone) e 1% P/S
(Invitrogen), para acelerar a eliminagdo dos hepatdcitos
adultos. Um tipo de célula com morfqlogia semelhante as
mesenquimatosas, entdo surgiram espontaneamente,
proliferando e preenchendo o espago vazio na chapa bem como
confirmado por microscopia de contraste de fase. Essas
células apareceram entre os dias 15 e 20 de cultura e
apresentou uma forma achatada, citoplasma amplo e nlcleos
ovbides com um ou dois nucléolos (figura 1). Quando
alcancou 70% de confluéncia, as células foram suspensas com
0,25% de tripsina e 1 mM EDTA e novamente plagueadas na
concentragdo desejada. A andlise da suspensdo celular
utilizando fluxo de citometria mostrou que a populagido se
tornou homogénea apds passagem 2. Para cada passagem, a

suspensdo celular também foi analisada utilizando RT-PCR, e
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imunofluorescéncia.

Caracterizagdo das células

Para evitar a possivel contaminagdo por outros tipos
de células, imunocitoquimica foi realizada para estudar o
fenétipo das células. Devido & sua origem hepatica, os
marcadores de expressdo especificos, como a albumina, foram

analisados em células fixadas em paraformaldeido. Tal como

indicado na figura 2, albumina, que & exclusivamente

expressa em hepatdcitos, foi detectada tanto wusando
anticorpos  monoclonais (clone Sigma A-1 11) como
policlonais (Chemicon). Paralelamente, a expressdo de

marcadores de células mesenguimatosas também foi avaliada
demonstrando que essas células s3o imuno-positivas para
vimentina e alfa-actina de mGsculo liso (figura 2). Até
agora as caracteristicas fenotipicas tém sido estudadas ao
longo de 7 passagens com grande estabilidade.

Diferenciagdo de células

As células foram semeadas em uma densidade de 0,5 -
1x10* /cm2 em 6 placas de pogo revestidas com coldgeno tipo
I rabo de rato, em DMEM suplementado com FCS e P/S. O meio
de cultura foi trocado 24 horas depois para Iscove
modifided Dulbecco's médium (IMDM) (Invitrogen). Por
inducdo, as células foram incubadas durante 2 semanas com
meio de inducdo contendo IMDM complementado com 20 ng/ml

HGF (Biosource), 10 ng/ml DbFGF (Peprotech) e 0,61 g/l
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nicotinamida (Sigma). Posteriormente, as células foram
incubadas com meio de maturag¢do contendo IMDM complementado
com 20 ng/ml oncostatina M (Sigma), 1 uM dexametasona
(Sigma), 50 mg/ml ITS (insulina, transferrina, selénio)
(Invitrogen). Para as etapas de indug¢do e maturag¢dao, o meio
foi mudado e analisado a cada 3 dias. Apds a exposicdo a
estes coquetéis, as células comegaram a perder as suas
arestas vivas, foram progressivamente encolhidas e perderam
a sua morfologia inicial para adotar a uma forma poligonal
(Figura 3).

Citometria de fluxo:

As células foram coletadas apds centrifugagdo a 1200
rpm durante 5 min e re-suspensas em uma concentragdo de 500
a 1000/pl em PBS. As células foram entdo incubadas durante
30 minutos a uma temperatura de 4°C com anticorpos. Os
isétopos de controle correspondentes foram utilizados para
a avaliagdo de 1ligagdo inespecificas dos anticorpos
monoclonais. As células foram entdo lavadas e ressuspensas
em Isoton @ (Beckham Coulter) para uma leitura com
citémetro de fluxo Beckham Coulter.

RT-PCR

O RNA total foi extraido a partir de células
cultivadas em placas de 6 pogos utilizando o reagente de
isolamento TriPure (Roche) e c¢DNA que foram gerados usando

o kit transcrigdo reversa, de acordo com as instrugdes do
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fabricante. As amplificagdes PCR foram realizadas
utilizando polimerase elongase em um volume final de 25 ul
e primers apropriados. As amostras foram posteriormente
eletroforesada com 1% gel de agarose e &acidos nucléicos
foram visualizadas com coloracgdao brometo de etidio.

Imunofluorescéncia

Para imunocoloragdo, células cultivadas em colégeno I
rabo de rato - laminulas de vidro arredondada de 12 mm
foram ajustadas com paraformaldeido 4% (v/v) durante 15
minutos a temperatura ambiente e posteriormente
permeabilizada com 1% de Triton X100 (v/v) em TBS (Tris—HCl
50 mM, NaCI 150 mM, pH 7,4) durante 15 min. A
imunocoloracdo n3o-especifica foi impedida por 1h em
incubacdo uma solug¢do TBS contendo 3% de matéria seca de
leite n3o-gorda a 37°C. As células foram incubadas em
seguida, sucessivamente na mesma solugdo durante 1h a
temperatura ambiente com anticorpos primdrios, 1lavadas 5
vezes com.TBS e por 1h com anticorpos secundérios (1/ 500).
Os nilcleos foram corados durante 30 min com o corante DAPI
nuclear (1/5000). Apds 3 laQagens, as preparagdes foram
montadas em meios Fluoprep (BioMerieux, Bruxelas, Bélgiéa)
e analisadas usando um microscépio invertido Olympus 1X70
acoplado a uma cdmera CCD (T.I.L.L photonic, Martinsried,

Alemanha). A excitacdo da luz (552, 488 e 372 nm por Br-3,

FITC e DAPI, respectivamente) foi obtida a partir de uma
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Xenon acoplada a uma lampada monocromdtica (T.I.L.L
photonic, Martinsried, Alemanha). As imagens digitais foram
adquiridas usando filtros apropriados e combinados usando o
programa de computador TILLvision.

Moléculas detectadas nas células-tronco ou
progenitoras da invengép

Usando as abordagens acima, os seguintes perfis de
expressdo de uma série de marcadores de células tem sido
criados em um experimento para as células criadas neste
exemplo (ADHLSC) :

CD90 positivo. CD90, ou Thy-1, é uma proteina da
superficie celular, consideradas indicativas da linhagem
mesenquimal.

4 CD44 positivo. (CD44 é wuma célula - de aderéncia
molecular e é wutilizada para identificar, pelo menos,
alguns tipos de células-tronco mesenquimais (MSC).

Vimentina  positiva. Vimentina é um filamento
intermedidrio do tipo III normalmente detectada em células
mesenquimatosas e fibroblastos.

Albumina positiva. Albumina & uma proteina plasmética
produzida e segregada pelo figado. Dentro de hepatdcitos,
albumina é geralmente encontrada como uma proteina
citopléasmica.

CD29 positivo. CD29, também & conhecido como integrina

beta-1, & uma glicoproteina transmembrana, também presente
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no teéido hepético, formada com integrina alfa um receptor
complexos envolvidos na interagdo com a matriz
extracelular.

CD73 positivo. CD73 é uma ecto 5'-nucleotidase
considerado um marcador mesenquimal.

CD49b positivo. CD49%> é também chamada integrina

alfa-2 ou receptor colédgeno e estd implicado na interacgdo

com matriz extracelular.

HLA-ABC positivo. VHLA—ABC (antigenos A, B e C dos
leucdcitos humanos) sao os complexos de
histocompatibilidade principal dos antigenos classe I que
formam heterodimeros.

Alfa-fetoproteina - baixos niveis de expressdo. Alfa-
fetoproteina é uma proteina expressada durante o}
desenvolvimento da endoderme primitiva e de toda a
maturacdo, reflete a linhagem endodérmica.

Altos niveis de alfa-fetoproteina expressao
geralmente revela tumorigénica shunt.

Alfa-l-antitripsina positiva. Alfa-1 antitripsina é
uma proteina plasmatica sintetizada pelo figado.

Glicose 6-fosfato (G6P) positiva. G6P & uma enzima
hepatica que hidrolisa a glicose 6-fosfato para glicose e
fosfato inorgédnico, permitindo a glicose do figado entre no
sangue.

Citocromo P450 1B1 (CYP1Bl) positivo. CYP1B1 €& uma
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dioxina citocromo indutivel responsavel pelo metabolismo da
fase I de uma ampla gama de substratos estruturalmente
diversos.

Citocromo P450 3A4 (CYP3A4) positivo. CYP3A4 €& uma
enzima crucial envolvida no metabolismo de xenobidticos.

Fator 4 Nuclear de hepatdcito (HNF-4) positivo..HNF4
€ um receptor nuclear, & um fator de transcrig@o envolvido
na regula¢do do metabolismo energético.

Triptofano 2,3-dioxigenase (TDO) positivo. TDO é a
primeira enzima envolvida na oxidagdo de triptofano no
figado.

Tirosina aminotransferase (TAT) positiva. TAT & uma
enzima mitocondrial hepética especifica envolvida no
metabolismo do aminodcido e gliconeogénese.

Sintese da glutamina (GS) positiva. GS & uma enzima
chave para a assimilagdo de amdnio.

Gama glutamil transpeptidase (GGT) positiva. GGT &
uma enzima envolvida no metabolismo da glutationa.

Citoqueratina 8 (CK8) positiva. CK8 é um filamento
intermedidrio especifico das células epiteliais.

Proteina 2 resistente a multidrogas (MRP2) positiva.
MRP2 é um ©&6rgdao anion transportador responsavel pela
exportacdo de &nions orgdnicos intracelular de hepatécitos

para a arvore biliar.

Glutamato transportador 2 (EAAT2) positivo.
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A presenga das varias moléculas acima que podem
participar da fung¢ao hepadtica e metabolismo é indicativa da
estreita ligag¢do da linhagem celular ADHLSC para os
fenétipos figado.

CD117 negativo. CD117, também chamado de c-kit, é um
receptor na superficie das células do tipo de células da
medula o6ssea que identifica HSC MSC e, portanto,
caracteriza bastante as células-tronco indiferenciadas.

CD34 negativo. CD34 é uma proteina da superficie
celular em células da medula &ssea, indicativas de HSC e
progenitoras endoteliais.

CD45 negativo. CD45, também chamado de 1leucdcitos
antigeno, é& uma tirosina fosfatase expressa das células da
linhagem hematopoiéticas, incluindo as células-tronco
hematopoiéticas.

CD105 negativo. CD105, também chamado SH2 ou

endoglina, € uma molécula de aderéncia. Também é

considerado um marcador de células-tronco mesenquimais.

CD133 negativo. CD133 & um marcador de células-tronco
hematopoiéticas.

HLA-DR negativo. Estes antigenos de casse II do
complexo de histocompatibilidade principal s&o membrana
heterodimeras expressos restritivamente nos antigeno
presentes nas células.

Oct-4 negativos. Oct-4 & um fator de transcrigdo
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expressa apenas por células-tronco pluripotentes e
essencial para a manutengdo do estado indiferenciado.
Citogqueratina 19 (CK19) negativa. CK19 €& amplamente

utilizada como um marcador para células biliares, ou seja,
colangidcitos.

Citocromo P 2B6 (CYP2B6) negativo. CYP2B6 esta
envolvido no metabolismo de endobidticos e xenobidticos.

CD54: Adesdo intercelular molécula - 1 (ICAM-1), uma
membrana glicoproteina

Sem pretender limitar de forma alguma, os presentes
inventores, com bése no seu conhecimento de células
marcadoras, seguiram com uma possivel interpretagdo dos
dados acima: Esta combina¢do de marcadores define uma
linhagem celular original, gque exprime os marcadores de
linhagem mesenquimais (CD90, CD73, vimentina, CD44), bem
como marcadores de caracteristicas do caminho de
diferenciacao hepatica (CD29% e albumina, alfa-1-
antitripsina, HNF4, transportador MRP2). A presenga de
albumina detectada tanto por imunofluorescéncia como por
RT-PCR respondem veementemente contra uma possivel
contaminacd3o com células estreladas. O ADHLSC ndo parece
ser células-tronco mesenquimais e pluripotentes
indiferenciadas (CD45 negativo, CD34 negativo, CD117
negativos, Oct-4 négativo), nem células estreladas do

figado (albumina positiva). A linhagem ADHLSC parece
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empenhada na linhagem hepatica (CD29 positivo, expressando
albumina e alfa-1 antitripsina), mas nao expressa
tipicamente biliar (CK19 e 7 negativas). Assim, as células
e linhagens celulares da invencdo podem, de uma maneira ndo
limitada, serem denominadas de células-tronco mesengquimais
com caracteristicas de um hepatdcito progenitor.

Transplante em camundongos uPA-SCID, histologia e
imunohistoquimica

Um milhdo de.ADHLSC (> 90% viabilidade), foi injetado
no baco de 6 - a 14 dias de vida dos camundongos uPA'/*-
SCID. Antes do transplante, os camundongos mostraram
indetectaveis a4 albumina. Imunoistoquimica nas amostras de
figado de camundongos foram realizada em quatro pedagos de

figado com espessura de um corados com hematoxilina e

eosina (HE) para a avaliagdio histopatoldgica global. Para a

imunocoloracdo, la@minas do figado foram incubadas durante a
noite com anticorpos primadrios em temperatura ambiente. A
detecgdo foi realizada apds incubar as la@minas marcadas com
peroxidase polimérica e substrato cromogénico (Envision-DAB
system, Dako, Carpinteria, CA).

A coloragdo foi realizada utilizando hematoxilina.

O modelo camundongo trangénico utilizado para o efeito
de combinar uma patologia hepéatica (uPA) com
imunodeficiéncia (SCID). Apds transplante intra-esplénico

de da suspensdo ADHLSC, os camundongos uPA*/*-SCID foram
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deixados para a recuperagdo por 10 semanas. A andlise dos
figados dos camundongos uPA/SCID transplantados com ADHLSC,
demonstraram que essas células foram capazes de enxertar
(figura 4), e se diferenciarem em hepatdécitos maduros
(figura 5). Além disso, a albumina humana foi detectada no
soro destes camundongos transplantados 10 semanas pds-
transplante engquanto o nivel de alfa-fetoproteina &
expresso, um marcador de desenvolvimento tumoral, continuou
indetectado.

As células transplantadas ndo proliferam como foi
demonstrado pela observagdo microscdpica, indicando a
auséncia de coldnias tumorigénicas e nivel normal da
expressdo de marcadores tumorigénicos de alfa-fetoproteina
e Kie7. O nivel normal da expressao corresponde
essencialmente ao nivel da expressdo medido em hepatdcitos
normais e menores do que o nivel de expressdo medido na
linhagem celular dé figado humano tumorigenicamente
modificada, por exemplo, HepG2.

Exemplo 2

Um exemplo de tratamento com células-tronco ou
progenitoras originadas do figado da invenc¢do, linhagem
celular destas, ou populag¢des celulares que compreende as
mesmas (especificamente menciona, embora obviamente ndo
limitada a linhagem LMBP 6452CB), ou suas descendentes,

opcionalmente modificadas geneticamente, pode ser como a
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seguir.

As células sdo infundidas em uma série de injecgdes,
preferivelmente ndo superior a 25 a 50 x 10° células/kg,
preferivelmente com intervalos de 4 horas, ou 8 horas, ou
mais do que 8 horas por até uma semana, ou mais do que uma
semana. A quantidade total de células de 250 x 10°
células/kg, ou 500 x 10° células/kg estdo em perfusdo
durante alguns dias, preferivelmente uma ou duas semanas.
Uma série de 1infusdes pode ser repetida sempre gque
necessirio, a cada més, de seis em seis meses, ou a cada um
anos ou mais.

O acesso & vela portal por pungdo direta sob guias
radioldégicas e de wultra-som, através de uma pungdao da
agulha, ou através de um cateter percutidneo, ou através de
um dispositivo port-a-cath R, ou através de um dispositivo
Broviac R cirurgicamente inseridos em qualquer tubo de
drenagem para a veia portal, preferivelmente a veia
mesentérica inferior, ou uma veia coldnica. O cateter pode
ser deixado no 1local por varias horas, preferivelmente
varios dias, preferivelmente algumas semanas ou
preferivelmente por varios meses até dois anos ou
preferivelmente para repetidas infusdes repetindo sempre
que necessario.

A imunossupressdao €é iniciada no dia de infusdo,

preferivelmente no dia anterior, preferivelmente com
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Tacrolimus (FK506) e esterbides. Através dos niveis
sanguineos de tacrolimus é preferencialmente 8 ng/ml
inicialmente, 6 ng/ml apds trés meses, 4 ng/ml apds 6
meses, e entdo mantido em torno de 4 ng / ml.

Esterdides sdo preferencialmente dados como
prednisona ou prednisolona, inicialmente 5 mg/kg no dia 1,
4 mg/kg no dias 2, 3 mg/kg no dia 3, 2 mg/kg no dia 4, 1
mg/kg no dia 5, e, entdo diminuiu progressivamente para
chegar a 0,25 mg/kg em 3 meses, e interromper em seis
meses. A imunossupressdo alternativa pode incluir, sozinha
ou em combinagdo, Ciclosporina A, anticorpos do receptor
anti IL2, Globulina anti-timécito, ou qualquer linfécitos
humanos anticorpos monoclonais ou policlonais
antilinfécitos humanos, azatioprina ou micofenolato mofefil
qualquer agente antimetabdlito, ciclosporina, rapamune ou

qualquer outro inibidor de calcineurina.
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REIVINDICACOES

1. Célula-tronco ou progenitora originadas do figado
adulto humano CARACTERIZADA pelo fato de que:

(a) esta expressa pelo menos um marcador mesenquimal
escolhido dos marcadores CD90, CD73, CD44, wvimentina e o-
actina de mGsculo liso (ASMA),

(b) esta expressa o marcador hepatdcito de albumina
(ALB), e

(c) esta ser negativa para citoqueratina (CK-19).

2. Célula-tronco ou progenitora humana isolada, de
acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de
que:

(a) esta expressa os marcadores CD90, CD73, CD44,
vimentina e ASMA,

(b) esta expressa ALB, e

(c) esta ser negativa para citoqueratina (CK-19).

3. Célula-tronco ou progenitora humana isolada, de
acordo com qualquer uma das vreivindicagdes 1 ou 2,
CARACTERIZADA por adicionalmente expressar um ou mais
marcadores hepatdédcitos ou hepaticos escolhidos de CD29,
alfa-fetoproteina (AFP), alfa-l-antitripsina, transportadores
HNF-4 e MRP2.

4., Célula-tronco ou progenitora humana isolada, de
acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADA pelo fato de
expressar CD29, AFP, alfa-l-antitripsina e transportador

MRP2.
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5. Célula-tronco ou progenitora originada de um figado
humano, de acordo com qualquer uma das reivindicac¢des de 1 a
4, CARACTERIZADA pelo fato de ser CD90, CD29 e C(CD44
positivo, e ser albumina positiva e alfa-actina positiva de
misculo liso e ser negativa para CD45, CD34, CD117, e CK-19.

6. Célula-tronco ou progenitora humana isoladas, de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 5,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita célula tem morfologia
semelhante a mesenquimal, envolvendo qualquer uma ou todas
as formas de crescimento em monocamadas, achatada,
citoplasma amplo e hﬁcleos ovbides com um ou dois nucléolos.

7. Célula-tronco ou progenitora humana isolada, de
acordo com dqualquer uma das reivindicagdes de 1 a 6,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita célula pode se
diferenciar em hepatécitos' ou células semelhantes a
hepatdécitos e, preferivelmente, ndo se diferenciar das
células do tipo mesodermal.

8. Linhagem de células ou populacao celular
CARACTERIZADA por compreender célula-tronco ou progenitora
isolada do figado humano, conforme definidas em gualgquer uma
das reivindicagdes de 1 a 8, e suas descendentes.

9. Célula-tronco ou progenitora isolada do figado
humano de 1linhagem celular CARACTERIZADA por ser conforme
depositada em 20 de fevereiro de 2006 sob o Tratado de
Budapeste com o Consdrcio Belga de Colegdes Coordenadas de
Microrganismos (BCCM), sob o nimero de acesso LMBP 6452CB,

sublinhagem desta incluindo as sublinhagens clonais, e suas
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descendéncias.

10. Método para obtengao de célula-tronco ou
progenitora humana isolada ou uma populagdo celular que
compreende a dita célula-tronco ou progenitora, o método
sendo CARACTERIZADO por: (a) dissociar o figado adulto ou
parte deste para formaf uma populacdo celular primarias do
dito figado adulto ou parte deste, (b) plaquear a populacdo
celular primédria sobre um substrato que permite a aderéncia
das células a este, (c) cultivar células da populacido
primdria, que se aderiram ao dito substrato, por pelo menos
7 dias, preferivelmente por pelo menos 10, pelo menos 13 ou
pelo menos 15 dias, e (d) passar as células da etapa (c)
pelo menos uma vez e preferivelmente, pelo menos dﬁas vezes.

11. Célula—tronco'ouVprogenitoras isoladas do figado
adulto humano, linhagem celular deste e/ou uma populagado
celular que compreende as mesmas, CARACTERIZADA pelo fato de
ser obtidas por ou diretamente obtidas usando o método da
reivindicag¢do 10.

12. Método para obter célula-tronco ou progenitora
isolada do figado adulto humano, linhagem celular deste e/ou
uma populagdo celular que compreende as mesmas, conforme
definadas na reivindicagdo 11, o método sendo CARACTERIZADO
por compreender: (a) dissociar, preferivelmente em duas
etapas do método da colagenase, o figado adulto ou parte
deste a partir de um sujeito, para formar uma populacdo
celular primdrias do dito figado adulto ou parte deste; (b)

plaguear a populagao celular primaria em um coldgeno do tipo
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I revestido em substrato Williams Medium E compreendendo
soro fetal de vitelo, preferivelmente 10% (v/v), EGF,
preferivelmente 25ng/ml, insulina, preferivelmente 10 ug/ml,
e dexametasona, preferivelmente 1 uM; (c) permitir a
aderéncia das células a partir da populagdo celular
primdrias para o dito substrato por 24  horas e,
posteriormente, trocar o meio por um meio novo tendo a
composicdo com em (b); (d) cultivar as células no dito meio
(¢) durante duas semanas (preferivelmente 15 dias); (e)
trocar o meio por DMEM compreendendo alta glicose e FCS,
preferivelmente 10%, e ainda cultivar as células, segundo a
qual as ditas células-tronco ou progenitoras emergem e
proliferam; (f) permitir que as células se tornem cerca de
70% confluentes e passar as células pelo menos uma vez e,
preferivelmente, pelo menos, duas vezes, onde as células sdo
plagqueadas no substrato como em (b) e cultivadas em um meio
como em (e).

13. Composigdo, CARACTERIZADA por compreender célula-
tronco ou progenitora do figado humano, conforme definidas
em qualguer uma das reivindicag¢des de 1 a 7, 9, 11, 12, ou
linhagem celular ou populagdo celular conforme definidas em
qualquer uma das reivindicag¢des 8, 9, 11, 12.

14. Célula-tronco ou progenitora do figado humano, de
acordo com qualquer uma reivindicagdes de 1 a 7, 9, 11, 12,
ou linhagem celular ou populagdo celular conforme definidas
em qualquer wuma das reivindica¢des 8, 9, 11, 12, ou

descendentes das mesmas CARACTERIZADAS por incluir a
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descendéncia diferenciada, preferivelmente hepatdcitos ou
células semelhantes & hepatécitos, para utilizac3o na
terapia.

15. Uso de células-tronco ou progenitoras do figado
humano, conforme definidas em qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 7, 9, 11, 12, ou linhagem celular ou
populacdo celular conforme definidas em qualquer uma das
reivindicag¢des 8, 9, 11, 12 ou suas descendentes,
CARACTERIZADO por incluir a descendéncia diferenciada,
preferivelmente hepatdcitos ou células semelhantes a
hepatbécitos, para a fabricagdo de um medicamento para o
tratamento de doen¢a hepatica.

16. Uso de acordo com a reivindicacgio 15,
CARACTERIZADO pelo fato de que a doenga hepatica inclui
fenilcetoniria e outras aminoacidopatias, hemofilia e outras
deficiéncias do fator de coagulacdo, hipercolesterolemia
familiar, outras desordens do metabolismo lipidico,
perturbagdes do ciclo da uréia, glicogenoses, galactosemia,
fructosemia, tirosinemia, deficiéncias do metabolismo dos
carboidratos e proteinas, acidtiria orgéanica, doengas
mitocondriais, doencgas lisossomais e peroxissomais,
anormalidade da sintese protéica, defeitos dos portadores
das células do figado, defeito de glicgsilagéo, hepatite,
cirrose, erros inatos de metabolismo, insuficiéncia hepética
aguda, infec¢do hepdtica aguda, toxicidade quimica aguda,
insuficiéncia hepédtica crdnica, colangite, cirrose biliar,

sindrome de Alagille, deficiéncia de alfa-l-antitripsina,



10

15

20

25

6/10

hepatite autoimune, atresia biliar, céncer de figado, doenc¢a
cistica hepatica, gordura no figado, galactosemia, c&lculos
biliares, sindrome de Gilbert, hemocromatose, hepatite A,
hepatite B, hepatite C, e outras infec¢des virais hepaticas,
porfiria, colangite esclerosante primdria, sindrome de Reye,
sarcoidose, tirosinemia, glicogenose tipo 1, ou doenca de
Wilson.

17. Composicgédo farmacéutica, CARACTERIZADA por
compreender a célula-tronco ou progenitora do figado humano,
conforme definidas nas reivindicag¢des de 1 a 7, 9, 11, 12 ou
linhagem celular ou populagdo celular conforme definidas nas
reivindicagdes 8, 9, 11, 12 e um portador farmaceuticamente
aceitéavel.

18. Método de realizagdo de testes de toxicidade in
vitro CARACTERIZADO por compreender: expor a um agente de
teste a célula-tronco ou progenitora do figado conforme
definidas em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 7, 9,
11, 12 ou linhagem celular ou populagdo celular conforme
definidas em qualquer uma das reivindicacg¢des 8, 9, 11, 12 e
observar pelo menos um efeito, se for o caso, do agente de
teste sobre a populagdo de células do figado.

19. Método, de acordo com a reivindicagido 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos um efeito inclui
um efeito sobre a viabilidade celular, funcZ@o celular, ou
ambos.

20. Método de realizacgdo de estudos 1in vitro do

metabolismo da droga, CARACTERIZADO por compreender: (i)
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eprr a célula-tronco ou progenitora do figado humano,
conforme definidas em qualquer das reivindicagdes de 1 a 7,
9, 11, 12 ou linhagem celular ou populagdo celular conforme
definidas em qualquer uma das reivindicag¢des 8, 9 ,11, 12 a
um agente de teste, e (ii) observar pelo menos uma mudanga,
se for o caso, envolvendo o agente de teste apds um periodo
de teste predeterminado.

21. Método, .de acordo <com a reivindicagdo 20,
CARACTERIZADO por pelo menos uma mudanga incluir uma mudanca
na estrutura, concentracdo, ou em ambas do agente de teste.

22. Dispositivo para assistir o figado, CARACTERIZADO
por compreender um recipiente para colher células-tronco ou
progenitoras do figado humano, conforme definidas em
qualquer das reivindicagdes de 1 a 7, 9, 11, 12 ou linhagem
celular ou populagdo celular conforme definidas em qualquer
uma das reivindicacdes 8, 9, 11, 12.

23. Uso de célula-tronco ou progenitora do £figado
humano, conforme definidas em qualquer das reivindicag¢des de
1 a 7, 9, 11, 12 ou linhagem celular ou populagdo celular
conforme definidas em qualquer uma das reivindicag¢des 8, 9,
11, 12 CARACTERIZADO pelo fato de que uma cdpia funcional de
um gene é introduzida para produgdo de um medicamento para
tratar erros da expressdo genética, cujo dito medicamento é
introduzido no figado de um paciente que sé encontra na
necessidade de uma cdpia funcional do gene.

24. Composigcdo para tratar erros da expressado

genética, CARACTERIZADA por compreender célula-tronco ou
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progenitora do figado humano transformada, conforme
definidas em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 7, 9,
11, 12, ou 1linhagem celular transformada ou populagdo
celular, conforme definidas em qualquer uma das
reivindicagdes 8, 9, 11, 12 onde uma cdpia funcional de um -
gene foi introduzida.

25. Composig¢do farmacéutica para tratar erros de
expressdo genética, CARACTERIZADA por compreender célula-
tronco ou progenitora do figado humano transformada,
conforme definidas em qualquer uma das reivindicag¢des de 1 a
7, 9, 11, 12, ou linhagem celular transformada ou populagado
celular, conforme definidas em qualquer uma das
reivindicacdes 8, 9, 11, 12 onde uma cbépia funcional de um
gene foi introduzida e um portador aceitavel
farmaceuticamente.

26. Uso de <célula-tronco ou progenitora do figado
humano, conforme definidas em.qualquer das reivindicag¢des de
1 a 7, 9, 11, 12 ou linhagem celular ou populagdo celular
conforme definidas em qualquer uma das reivindicag¢des 8, 9,
11, 12 CARACTERIZADO pelo fato de que produzir uﬁ
medicamento para melhorar a regeneragdo de um figado doente
ou prejudicado.

27. Método para realizar um teste com agentes eficazes
para tratar infecgdes do figado, CARACTERIZADO por
compreender (i) infectar com um agente infeccioso de
interesse a célula-tronco ou progenitora do figado, conforme

definida em qualquer uma das reivindica¢des de 7, 9, 11, 12
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ou linhagem celular ou populagdo celular, conforme definidas
em qualquer uma das reivindicag¢des 8, 9, 11, 12 para
proporcionar uma populagao infectada, (ii) expor a populagdo
infectada a uma determinada quantidade de agente de teste, e
(iii) observar os efeitos, se for o caso, da exposigdo sobre
a populagdo infectada.

28. Método, de acordo com a reivindicagdo 27,
CARACTERIZADO por o agente infeccioso incluir um
microorganismo.

29. Método, de acordo com a reivindicagdao 27,
CARACTERIZADO por o agente infeccioso incluir um ou mais
virus, bactérias, fungos, ou combinag¢des dos mesmos.

30. Método, de acordo <com a reivindicagdo 27,
CARACTERIZADO  por os efeitos observados incluirem os efeitos
sobre a replicagédo viral de um agente infeccioso viral.

31. Método, de acordo com a reivindicacao 27,
CARACTERIZADO por o agente infeccioso viral incluir um virus
da hepatite.

32. Método para produzir uma proteina de interesse,
CARACTERIZADO por compreender introduzir na célula-tronco ou
progenitora do figado, conforme definidas em qualquer uma
das reivindicag¢des de 1 a 7, 9, 11, 12, ou a linhagem
celular ou populagdo celular, conforme definidas em qualquer
uma das reivindicac¢des 8, 9, 11, 12 um gene funcional que
codifica uma proteina de interesse, incubar a populagdo
celular do figado em condig¢des efetiva para transcrigao,

translacdo e, opcionalmente levar a modificagdo pds-
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translacional, e coletar a proteina de interesse.

33. Método, de acordo <com a reivindicagdo 32,
CARACTERIZADO pelo fato de que as células do figado séao
células do figado humano.

34. Método, de acordo com a reivindicagéo 33,
CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina de interesse

compreende uma vacina com antigeno.
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RESUMO .

'CELULAS-TRONCO isoLADAs DO FIGADO

A presente invengdo diz respelto as celulas tronco
progenitorasuisoladas do figado, e populacao celular destas,

onde a dlta celula tronco progenltoras sao orlglnarlas de um_,

flgado adulto, sobretudo de um ser humano A presente

: 1nven¢ao tambem se relac1ona a utlllzaqao das dltas celulas-'

\
tronco progenltoras isoladas’ em remedlos, hepatologla, errosg

1natos do . metabollsmo- hepatlcovl transplantes, doengas .
infecciqsas)r insuficiéncia hépética. A presente ~in§eh¢éé '

IR el . “
também se ;elééiona 'aqs‘\métodOS 4d¢vliSQ1amentb -de'stas
céluias!\ sua cultura, a cafac;erizacéo antes ;e“depois da
dife:enciacéo, e~seu uso eﬁ'ﬁransplan£es] modelos animais de .

doengas- humanas, toxicologias e farmacologias.
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