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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "METO-
DO PARA ISOLAR CELULAS-TRONCO EPITELIAIS OU MESEN-
QUIMAIS/PROGENITORAS DA MEMBRANA AMNIOTICA DO COR-
DAO UMBILICAL, METODO IN VITRO PARA CULTIVAR CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS/PROGENITORAS, COMPOSIGAO FAR-
MACEUTICA E USO DE UMA CELULA-TRONCO EPITELIAL OU
MESENQUIMAL/PROGENITORA".
[0001] A presente invencéo refere-se a um método para isolar cé-
lulas-tronco/progenitoras da membrana amniética do cordao umbilical,
em que 0 método compreende separar a membrana amnibtica dos ou-
tros componentes do corddo umbilical in vitro, cultivar o tecido da
membrana amniotica sob condi¢cdes que permitem proliferacdo das
células e isolar as células-tronco/progenitoras das culturas de tecido.
Em particular, a invengédo refere-se ao isolamento e cultivo de células-
tronco que tém propriedades embrionarias como células-
tronco/progenitoras epiteliais e/ou mesenquimais sob condicdes que
permitem as células sofrer expansao mitética. Além disso, a invencao
€ direcionada a um meétodo para a diferenciacdo das células-
tronco/progenitoras isoladas em células epiteliais e/ou mesenquimais e
usos terapéuticos destas células-tronco/progenitoras.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] Células-tronco s&o uma populagéo de células que possuem

as capacidades para auto-renovar indefinidamente e diferenciar em
multiplos tipos de células ou tecidos. Células-tronco embrionarias (de
aproximadamente 3 a 5 dias apos fertilizacdo) proliferam-se indefini-
damente e podem diferenciar-se espontaneamente em todos os tipos
de tecidos: elas sao desse modo denominadas células-tronco pluripo-
tentes (revisado, por exemplo, em Smith, A. G. (2001) Annu. Rev. Cell.
Dev. Biol. 17, 435-462). Porém, células-tronco adultas sao mais tecido-

especificas e podem ter menos capacidade replicativa: elas sdo desse
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modo denominadas células-tronco multipotentes (revisado, por exem-
plo, em Paul, G. et al. (2002) Drug Discov. Today 7, 295-302). A "plas-
ticidade" embrionaria e células-tronco adultas contam com sua habili-
dade para trans-diferenciarem-se em tecidos diferentes de sua origem
e, talvez, ao longo das camadas de germe embrionario.

[0003] A habilidade das células-tronco para auto-renovar € critica
para sua funcdo como reservatério de células indiferenciadas primiti-
vas. Em contraste, mais das células somaticas tém uma capacidade
limitada por auto-renovacdo devido ao encurtamento dos telomeros
(revisado, por exemplo, em Dice, J. F. (1993) Physiol. Rev. 73, 149-
159). Terapias com base em célula-tronco desse modo tém o potencial
para ser uteis para o tratamento de uma multiddo de doeng¢as huma-
nas e animais.

[0004] Células-tronco como também células-tronco/progenitoras
podem ser derivadas de fontes diferentes. O potencial de "multilinha-
gem" de células-tronco embrionarias e adultas foi extensivamente ca-
racterizado. Embora o potencial das células-tronco embrionarias seja
enorme, seu uso implica muitos problemas éticos. Portanto, células-
tronco ndo-embrionarias derivadas do estroma da medula 6ssea, teci-
do adiposo, derme e sangue do cordao umbilical foram propostas co-
mo fontes alternativas. Estas células podem diferenciar inter alia em
condrécitos, adipécitos, osteoblastos, mioblastos, cardiomidcitos, as-
trocitos e tendcitos in vitro e sofrem diferenciagao in vivo, tornando es-
tas células-tronco - em geral referidas como células-tronco mesenqui-
mais - candidatos promissores para reparo de defeito mesodérmico e
controle de doenca.

[0005] Em uso clinico, porém, colheita de tais células-tronco me-
senquimais causa varios problemas. A coleta das células € um fardo
mental e fisico ao paciente quando um procedimento cirurgico € reque-

rido para obter as células (por exemplo, a coletanea de medula éssea
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€ uma técnica invasiva executada com uma agulha de biépsia que re-
quer anestesia local ou até mesmo geral). Além disso, em muitos ca-
s0s 0 numero de células-tronco extraidas € bastante baixo. Mais im-
portantemente, nenhuma célula epitelial € derivada ou diferenciada
destas células. Isto incitou a pesquisa por outras possiveis fontes de
células-tronco.

[0006] Sangue do cordao umbilical foi identificado como uma fonte
rica de células-tronco/progenitoras hematopoéticas. Porém, €& debatida
a existéncia de células-tronco/progenitoras mesenquimais de modo
controverso. Por um lado, tais células ndo puderam ser isoladas ou de
forma bem-sucedida cultivadas de sangue do cordao umbilical de ter-
mo (Mareschi, K., et al. (2001) Haematologica 86, 1099-1100). Ao
mesmo tempo, resultados obtidos por Campagnoli, C., et al. (Blood
(2001) 98, 2396-2402) como também Erices, A., et al. (Br. J. Haematol.
(2000) 109, 235-242) sugere que células-tronco mesenquimais estéo
presentes em varios 6rgaos fetais e circulam no sangue de fetos de
pré-termo simultaneamente com precursores hematopoéticos. Conse-
guentemente, Pedido de Patente Internacional WO 03/070922 revela
métodos de isolamento e expansdo de cultura de células-
tronco/progenitoras mesenquimais de sangue do cordao umbilical e
um meétodo de diferenciacao de tais células em varios tecidos mesen-
quimais. Eficiéncias de isolamento de cerca de 60% foram relatadas
(Bieback, K., et al. (2004) Stem Cells 22, 625-634). No mesmo estudo,
tanto o periodo de tempo de coleta do sangue do corddo umbilical pa-
ra isolamento das células como o volume da amostra de sangue usa-
da foram determinados como parametros cruciais para alcang¢ar um
tal rendimento. Porém, ainda € uma questao de debate se estas célu-
las-tronco/progenitoras sao de fato derivadas do tecido do corddo um-
bilical.

[0007] Recentemente, células-tronco/progenitoras mesenquimais
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foram de forma bem-sucedida isoladas do tecido do corddo umbilical,
a saber da geléia de Wharton, a matriz do corddo umbilical, (Mitchell,
K. E. et al. (2003) Stem Cells 21, 50-60; patente U. S. 5.919.702; Pu-
blicacdo de patente US 2004/0136967). Estas células foram mostradas
ter a capacidade para diferenciar, por exemplo, em um fenétipo neuro-
nal e em tecido de cartilagem, respectivamente. Além disso, células-
tronco/progenitoras mesenquimais foram também isoladas do endoté-
lio e da camada subendotelial da veia do corddo umbilical, um dos trés
vasos (duas artérias, uma veia) encontrados dentro do cordao umbili-
cal (Romanov, Y. A. et al. (2003) Stem Cells 21, 105-110; Covas, D. T.
et al. (2003) Braz. J. Med. Biol. Res. 36, 1179-1183).

[0008] Porém, nenhum destes métodos empregados desse modo
até agora resultou no isolamento ou cultivo de células-
tronco/progenitoras epiteliais como uma fonte para terapias baseadas
em células epiteliais como recobertura da pele, reparo do figado, cria-
cao do tecido da bexiga e outros tecidos de superficie criados. Desse
modo, ainda ha uma necessidade por métodos e fontes seguras uteis
para o isolamento e cultivo de células-tronco/progenitoras epiteliais.
Além disso, métodos rapidos e eficientes que sédo eticamente aceita-
veis e ndo impdem um fardo biomédico ao paciente para o isolamento
das células-tronco/progenitoras epiteliais € mesenquimais ainda séo
requeridos para prover tais células em uma quantidade suficiente para
varias aplicagcdes em medicina regenerativa € engenharia de tecido.
SUMARIO DA INVENCAQ

[0009] A invencdo fornece um método para isolar células-

tronco/progenitoras da membrana amnibtica do cordao umbilical, o
método compreendendo:

(a) separar a membrana amnidtica dos outros componentes
do corddo umbilical in vitro;

(b) cultivar o tecido de membrana amniédtica obtido na etapa
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(a) sob condi¢des que permitem proliferacao de célula; e

(c) isolar as células-tronco/progenitoras.

[00010] Em uma modalidade, a inven¢ao fornece um meétodo, tam-
bém compreendendo:

(a") separar as células do tecido de membrana amniética
antes do cultivo por uma técnica selecionada do grupo que consiste
em digestao enzimatica e explante de tecido direto.

[00011] Em uma modalidade preferida, a invengao fornece um me-
todo para isolar células-tronco/progenitoras que tém propriedades se-
melhantes as células-tronco embrionarias.

[00012] Em outra modalidade preferida, a invencéo fornece um mé-
todo para isolar células-tronco/progenitoras epiteliais e/ou mesenqui-
mais.

[00013] Em outra modalidade, a invencdo fornece um método tam-
bém compreendendo:

(d) cultivar as células-tronco/progenitoras sob condi¢cdes
permitindo as células sofrer expansao clonal.

[00014] Em ainda outra modalidade, a invengao fornece um método
também compreendendo:

(e) cultivar as células-tronco/progenitoras sob condicdes
permitindo a diferenciacdo das ditas células em células epiteliais e/ou
células mesenquimais; e

(f) isolar as células diferenciadas.

[00015] Em ainda outra modalidade, a invencéao fornece um méto-
do, também compreendendo:

(g) preservar as ceélulas-tronco/progenitoras isoladas para
outro uso.

[00016] Em ainda uma outra modalidade, a invencao compreen-
dendo um método de cultivar células-tronco/progenitoras da invencgao,

compreendendo:
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Obter um explante de tecido da membrana amnibtica do
corddo umbilical;

Cultivar o explante de tecido em meios de cultivo e condi-
cbes de cultivo adequados em um periodo adequado de tempo.
[00017] Em ainda outras modalidades, a invencdo € direcionada
aos usos terapéuticos das células-tronco/progenitoras ou extratos ce-
lulares destas. Uma destas modalidades fornece um método de tratar
um individuo tendo um disturbio compreendendo administrar ao indivi-
duo uma quantidade eficaz de uma célula-tronco/progenitora isolada
pelo método inventivo explicado acima. Outra modalidade fornece uma
composicao farmacéutica correspondente.

BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

[00018] A invencao sera melhor entendida com referéncia a descri-

cao detalhada quando considerada junto com os exemplos nao-
limitativos e os desenhos em que:

[00019] Figura 1 descreve desenvolvimento das células epiteliais
da membrana amniética do corddo umbilical pelo método de explante
de tecido direto (ampliacdo de 40 x) no dia 2 (figura 1A) e dia 5 (figu-
ra 1B, C) da cultura de tecido. Superficies de plastico de cultura de
célula foram revestidas com misturas de colageno 1/colageno 4 (1:2;
Becton Dickinson) antes de colocar a membrana amnibtica na super-
ficie. Os espécimes de membrana amniética foram submersos em 5
ml de meio de EpiLife ou Meio 171 (ambos de Cascade Biologics).
Meio foi trocado a cada 2 ou 3 dias e desenvolvimento das células
através de explante foi monitorado sob microscopia de luz. Microfoto-
grafias foram tiradas em intervalos de tempo diferentes como decla-
rado acima. A morfologia de célula poliédrica observada é tipica das
células epiteliais.

[00020] Figura 2 descreve digestao enzimatica dos segmentos do

cordao umbilical rendendo células epiteliais similares (ampliacdo de 40
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x) no dia 2 (figura A, C) e dia 5 (figura B, D). Membrana amnidtica do
cordao umbilical foi dividida em pedacos pequenos de 0,5 cm x 0,5 cm
e digeridos em solugcao a 0,1% (p/v) de colagenase do tipo 1 (Roche
Diagnostics) a 37° C durante 8 horas. As amostras foram submetidas a
vértice a cada 30 min por 3 min. Células foram colhidas através de
centrifugacao a 4000 rpm por 30 min. Péletes de célula foram ressus-
pensos em meio de EpiLife ou Meio 171 (ambos de Cascade Biolo-
gics) suplementado com 50 pg/ml de fator-1 de crescimento semelhan-
te a insulina (IGF-1), 50 ug/ml de fator-BB de crescimento derivado de
plaqueta (PDGF-BB), 5 pyg/ml de fator-B1 de crescimento de transfor-
macéo (TGF-B1) e 5 pg/ml de insulina (todos obtidos de R&D Sys-
tems), contados e semeados em discos de cultura de tecido de 10 cm
pré-revestidos com misturas de colageno 1/colageno 4 (1:2; Becton
Dickinson) em densidade de 1 x 10° células/disco. Apds 24 horas, cé-
lulas ligadas foram lavadas com solug¢do salina tamponada de fosfato
(PBS) morna e o meio de cultura foi substituido com meio de EpiLife
ou Meio 171 (ambos de Cascade Biologics). O meio foi trocado a cada
2 ou 3 dias, e desenvolvimento das células foi monitorado sob micros-
copia de luz. Microfotografias foram tiradas em intervalos de tempo
diferentes como declarado acima. Uma vez mais, as células demons-
traram morfologia poliédrica de célula epitelial tipica.

[00021] Figura 3 descreve desenvolver células mesenquimais ex-
plantadas da membrana amnibtica do corddo umbilical. Desenvolvi-
mento celular foi observado ja em 48 horas apds colocacdo em discos
de cultura de tecido usando DMEM suplementado com 10% de soro
de bezerro fetal (FCS) como meio de cultura (ampliacdo de 40 x) (figu-
ra 3A, C). Os explantes foram submersos em 5 ml de DMEM (Invitro-
gen) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Hyclone)
(DMEM/10% de FBS). Meio foi trocado a cada 2 ou 3 dias. Desenvol-

vimento das células foi monitorado sob microscopia de luz. Microfoto-
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grafias foram tiradas em intervalos de tempo diferentes. As células fo-
ram caracterizadas por sua morfologia em forma de fuso, e migradas e
expandidas tanto facil como rapidamente in vitro, estritamente se as-
semelhando aos fibroblastos (figura 3B, D).

[00022] Figura 4 (ampliacdo de 40 x) descreve ceélulas mesenqui-
mais das células da membrana amnidtica do corddo umbilical isoladas
por digestdo enzimatica de colagenase. figura 4A mostra células me-
senquimais isoladas da membrana amniética do corddo umbilical no
dia 2. Proliferacdo de célula foi observada no dia 5 (figura 4B). Mem-
brana amnibtica do cordao umbilical foi dividida em pedacos pequenos
de 0,5 cm x 0,5 cm e digerido em 0,1% (p/v) de solucao do tipo 1 de
colagenase (Roche Diagnostics) a 37°C durante 6 horas. As amostras
foram submetidas a vortice a cada 15 min por 2 min. Células foram
colhidas através de centrifugacéo a 4000 rpm durante 30 min. Péletes
de célula foram ressuspensos em DMEM/10% de FBS, contadas e
semeadas em disco de cultura de tecido de 10 cm a densidade de 1 x
108 células/disco. Meio foi trocado a cada 2 ou 3 dias. Desenvolvimen-
to das células foi monitorado sob microscopia de luz. Microfotografias
foram tiradas em intervalos de tempo diferentes. Uma vez mais, ceélu-
las demonstraram morfologia em forma de fuso tipica de células me-
senquimais como fibroblastos.

[00023] Figura 5 (ampliacdo de 40 x) descreve a morfologia em
condicao de cultura livre de soro (DMEM) e condicao de cultura de so-
ro (DMEM/10% de FCS) das células mesenquimais da membrana am-
niédticas do corddo umbilical (UCMC, figura 5E, F, G, H) isoladas de
acordo com o método da invencao, fibroblastos dérmicos normais (cé-
lulas de NF109, figura 5A, B) e células mesenquimais derivadas adi-
posas (ADMC, figura 5C, D). figura 5 mostra as alteracdes na morfolo-
gia de células de NF e ADMC cultivadas em condi¢cdes de inanicdo de

soro (DMEM apenas) refletidas por células mais chatas e citoplasma
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menos denso quando comparadas com condi¢cdes ricas em soro
(DMEM/10% de FCS) onde as células s&o mais arredondadas com um
citoplasma denso (figura 5A, B, C, D). Nenhuma alteracdo na morfolo-
gia foi observada em ambos os grupos de UCMC cultivados sob con-
dicdes idénticas de meios livres de soro vs. ricos em soro (figura 5E, F,
G, H), indicando uma diferenca no comportamento e fisiologia destas
células mesenquimais posteriores.

[00024] Figura 6 (ampliacdo de 40 x) descreve UCMC isolada de
acordo com a invenc¢éo cultivada em DMEM/10% de FCS nos dias 3 e
7 sem uma camada alimentadora de 3T3. As células s&o vistas estar
crescendo bem, e formando uma coldnia (crescimento vertical) em vez
de exibir expansao radial. Uma vez mais, isto indica uma diferenca no
comportamento destas células mesenquimais quando comparadas a
suas contrapartes mais diferenciadas.

[00025] Figura 7 (ampliacéo de 40 x) descreve formacgao de colbnia
das células epiteliais do corddo umbilical (UCEC) cultivadas em uma
camada alimentadora de 3T3 nos dias 3 e 7. Esta aparéncia é similar
aquela das células-tronco de ceratindcito epiteliais derivadas de pele
normal. No anterior, a camada alimentadora de 3T3 mantém a des-
cendéncia das células.

[00026] Figura 8 (ampliacédo de 40 x) descreve a formacao de cold-
nia 6bvia de células mesenquimais do corddo umbilical (UCMC) isola-
das de acordo com a invenc¢éo cultivadas em uma camada alimentado-
ra de 3T3 nos dias 3 e 7. A camada alimentadora de 3T3 suprime o
crescimento de células mesenquimais diferenciadas normalmente co-
mo fibroblastos dérmicos humanos. Uma vez mais, isto indica uma di-
ferenca no comportamento destas células mesenquimais quando
comparadas a suas contrapartes mais diferenciadas.

[00027] Figura 9-1 a Figura 9-27 mostram analise de western blot

pela qual a expressao de varios marcadores de células-tronco embrio-
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narias em UCEC e UCMC isolados de acordo com a invengao, foi
comparado a expressédo destes marcadores em fibroblastos dérmicos
humanos (NF), em células mesenquimais da medula éssea (BMSC) e
células mesenquimais derivadas adiposas (ADMC). figura 9 também
mostra ActivinA e Folistatina altamente segregadas detectadas por en-
saio de ELISA em sobrenadantes mesenquimais do corddo umbilical e
cultura de célula-tronco epitelial comparada com células-tronco deriva-
das da medula 6ssea, adiposas, fibroblastos dérmicos humanos e ce-
ratinocitos epidérmicos.

[00028] Figura 10 mostra analise imunofluorescente indireta dos
marcadores de células epiteliais expressos nas células-tronco epiteli-
ais do cordao umbilical como citoceratinas (CK)-general, CK17, CK®,
CK10, CK19, CK18, CK16, CK15 (figura10-1); Componentes de hemi-
desmosoma - integrina alfa6, integrina beta4;, Componentes de des-
mosoma (figura10-2); Componentes de membrana basal - lamininaf,
laminina5, colageno IV, colageno VII (figura10-3) e outros componen-
tes de matriz extracelular importantes como integrina-beta1 e fibronec-
tina (figura10-4).

[00029] Figura 11 mostra analise de arranjo de citocina das citoci-
nas segregadas e fatores de crescimento através de células-tronco
mesenquimais do corddo umbilical (UCMC) comparadas com células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea humana.

[00030] Figura 12 mostra analise de arranjo de citocina das citoci-
nas segregadas e fatores de crescimento através das células-tronco
epiteliais do corddo umbilical (UCEC) comparadas com ceratinocitos
epidérmicos humanos.

[00031] Figura 13 mostra células de UCMC cultivadas em DMEM
suplementado com 10% de soro de bezerro fetal (FCS) (figura13-1),
meios livres de soro PTT-1 (figura13-2), em meios livre de soros PTT-2

(figura13-3, figura13-4) e em meios livre de soros PTT-3 (figura13-5).
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figura 13 também mostra o crescimento de células estromais derivadas
adiposas (figura13-6) e células estromais derivadas da medula 6ssea
(figura13-7) em meio livre de soro PTT-3.

[00032] Figura 14 mostra expressao de gene global em células-
tronco epiteliais e mesenquimais do corddo umbilical analisadas atra-
vés de microarranjo de DNA. UCEC expressou um total de 28055 ge-
nes e UCMC expressou um total de 34407 genes. Ha 27308 genes de
sobreposicdo que expressam em ambos os tipos de célula. 747 genes
expressos foram unicos para UCEC e 7099 genes expressos foram
unicos para UCMC. Os genes selecionados de interesse sdo apresen-
tados nesta Figura. Ambos os tipos de célula-tronco expressaram 140
genes relacionados as células-tronco embrionarias e desenvolvimento
embrionario.

[00033] Figura 15 mostra uma ilustracdo esquematica de expansao
das células-tronco epiteliais € mesenquimais do cordao umbilical
usando explantes repetitivos dos tecidos de membrana de revestimen-
to do corddo umbilical.

[00034] Figura 16 descreve uma secao transversal de um cordao
umbilical demonstrando a membrana de revestimento amnidtica do
corddo umbilical (LM), a geléia do Wharton contida (WJ), como tam-
bém duas artérias umbilicais (UA) e uma veia umbilical (UV) suportada
dentro desta geléia.

DESCRICAQ DETALHADA

[00035] A invenc&o € com base na descoberta surpreendente que a

membrana amniética do corddao umbilical representa uma fonte, da
qual as células-tronco/progenitoras como células-tronco/progenitoras
mesenquimais e epiteliais podem ser de forma bem-sucedida isoladas
e expandidas sob condi¢des in vitro. Até mesmo mais surpreendente é
a descoberta que estas células mostram caracteristicas semelhantes a

célula-tronca embrionaria. A membrana amnibtica (também chamada
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membrana de revestimento amnidtica), isto € saco membranoso mais
interno fino encerrando a placenta e desenvolvendo o embrido dos
mamiferos, foi recentemente usada como um substrato natural na re-
construcao da superficie ocular e como um substrato biolégico para
expandir células-tronco epiteliais limbais (cf., por exemplo, Anderson,
D. F. et al. (2001) Br. J. Ophthalmol. 85, 567-575; Gruterich, M., et al.
(2003) Surv. Ophthalmol. 48, 631-646). Porém, nenhum método foi até
agora desse modo descrito para o isolamento de células-
tronco/progenitoras da membrana amnidtica, pelo menos para huma-
nos, nem a membrana amniotica cobrindo o corddo umbilical foi rela-
tado como uma fonte para células-tronco.
[00036] A invencao fornece um meétodo para isolar células-
tronco/progenitoras da membrana amnidtica do cordao umbilical, o
método compreendendo:

(a) separar a membrana amnidtica dos outros componentes
do corddo umbilical in vitro;

(b) cultivar o tecido de membrana amniédtica obtido na etapa
(a) sob condi¢cdes que permitem proliferacéo de célula; e

(c) isolar as células-tronco/progenitoras.
[00037] O termo "célula-tronco/progenitor" como aqui usado refere-
se a qualquer célula derivada do cordao umbilical que tem as capaci-
dades para auto-renovar indefinidamente e diferenciar em multiplos
tipos de célula ou de tecido como células endoteliais, células epiteliais,
fibroblastos, miocitos ou neurdnios. Além disso, as células podem ser
derivadas de qualquer espécie mamifera, como camundongo, rato,
cobaia, coelho, cabra, cachorro, gato, ovelha, macaco ou humano,
com células de origem humana sendo preferidas em uma modalidade.
[00038] O termo "propriedades semelhantes as células-tronco em-
brionarias" refere-se a habilidade das células derivadas do cordao um-

bilical que elas podem - quase como ou precisamente como as célu-

Petigéio 870190103262, de 14/10/2019, pag. 38/366



13/60

las-tronco embrionarias - diferenciar espontaneamente em todos os
tipos de tecido, significando que elas sdo células-tronco pluripotentes.
[00039] O termo "membrana amniética" como aqui usado refere-se
ao saco membranoso mais interno fino que encerra o embridao em de-
senvolvimento dos mamiferos. Durante a gravidez, o feto € rodeado e
almofadado por um liquido chamado fluido amniético. Este fluido, junto
com o feto e a placenta, esta incluso dentro de um saco chamado
membrana amnidtica que também reveste o cordao umbilical. O fluido
amnibtico € importante por varias razdes. Ele amortece e protege o
feto, permitindo que o feto movimente-se livremente. O fluido amnidtico
também permite o cordao umbilical flutuar, impedindo-o de ser com-
primido e corte o fornecimento de oxigénio do feto e nutrientes deriva-
dos do sangue circulante dentro dos vasos sanguineos placentarios. O
saco amnibtico contém o fluido amniético que mantém um ambiente
homeostatico que protege o ambiente fetal do mundo externo. Esta
barreira adicionalmente protege o feto de organismos (como bactérias
ou virus) que poderiam percorrer a vagina e potencialmente causar
infeccéo.

[00040] Meios e reagentes para cultura de tecido s&o bem conheci-
dos na técnica (cf., por exemplo, Pollard, J. W. e Walker, J. M. (1997)
Basic Cell Culture Protocols, Segunda Edicdo, Human Press, Totowa,
N J; Freshney, R. I. (2000) Culture of Animal Cells, Quarta Edicao, Wi-
ley-Liss, Hoboken, NJ). Exemplos de meios adequados para incu-
bar/transportar amostras de tecido do cordao umbilical incluem, mas
ndo s&o limitados a, Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM),
meios de RPMI, Solucdo Salina Balanceada de Hanks (HBSS), solu-
céo salina tamponada de fosfato (PBS) e meio L-15, com o ultimo
sendo preferido em algumas modalidades. Exemplos de meios apro-
priados para cultivar células-tronco/progenitoras de acordo com a in-

vencao incluem, mas ndo sdo limitados a, Meio de Eagle Modificado
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por Dulbecco (DMEM), DMEM-F12, meios de RPMI, meio de EpiLlfe e
Meio 171, com o ultimo sendo preferido em algumas modalidades. Os
meios podem ser suplementados com soro de bezerro fetal (FCS) ou
soro bovino fetal (FBS) como também antibi6ticos, fatores de cresci-
mento, aminoacidos, inibidores ou outros, que estao bem dentro do
conhecimento geral do artesdo versado.

[00041] Em uma modalidade, a inven¢ao fornece um meétodo, tam-
bém compreendendo:

(a") separar estas células-tronco/progenitoras do tecido de
membrana amnidtica por uma digestdo enzimatica e/ou técnica de ex-
plante de tecido direta antes do cultivo. O termo "técnica de digestéo
enzimatica" como aqui usado significa que as enzimas s&o adiciona-
das para clivar as células da massa de tecido principal (aqui a mem-
brana amniética do cordao umbilical). As células separadas sao sub-
sequientemente colhidas. O termo "técnica de explante de tecido dire-
ta" como aqui usado significa que o tecido é colocado primeiro em
meios sem enzimas. Depois sob condi¢cdes cuidadosas as células se-
param por si s6 da massa de tecido principal - e as células sado depois
colhidas para coleta.

[00042] Métodos para separar as células de um tecido ou 6rgao
particular através de tratamento com enzimas ou através de explante
de tecido direto s&§o bem conhecidos na técnica (cf., por exemplo, Pol-
lard, J. W. e Walker, J. M. (1997) Basic Cell Culture Protocols, Segun-
da Edicdo, Human Press, Totowa, NJ; Freshney, R. |. (2000) Culture of
Animal Cells, Quarta Edicao, Wiley-Liss, Hoboken, NJ). Qualquer en-
zima que catalisa a dissociacao de tecido pode ser usada para execu-
tar os métodos da presente invencao. Em modalidades preferidas, co-
lagenase € usada para aquele propdsito. A enzima pode ser usada
como uma preparacao bruta ou na forma purificada. Ela pode ser puri-

ficada de qualquer organismo procariético ou eucariético (com Clostri-
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dium histolyticum que é a mais preferida) ou produzida recombinante-
mente por meio de tecnologia de gene. Qualquer tipo de colagenase
pode ser empregado, isto €, tipo 1, tipo 2, tipo 3, tipo 4, ou qualquer
combinacédo destes. Em algumas modalidades o uso de colagenase do
tipo 1 esta sendo preferido.

[00043] Em uma modalidade, a invenc&o fornece um método para
isolar células-tronco/progenitoras que tém propriedades semelhantes
as células-tronco embrionarias. Estes células podem por fim ser dife-
renciadas, mas ndo limitadas, em morfologia, epitelial ou células me-
senquimais.

[00044] Consequentemente, em outra modalidade, a invencao for-
nece um meétodo para isolar células-tronco/progenitoras epiteliais
e/ou mesenquimais, em que de acordo com a revelacdo acima, estes
células podem ter propriedades semelhantes as células-tronco em-
brionarias.

[00045] Células-tronco/progenitoras epiteliais incluem qualquer cé-
lula que exibe uma célula epitelial como morfologia (isto €, uma forma
poliédrica) que pode ser diferenciada em qualquer tipo de célula epite-
lial como, mas néo limitado a, células epiteliais da pele, células folicu-
lares do cabelo, células epiteliais da cérnea, células epiteliais conjunti-
vais, células epiteliais retinais, células epiteliais do figado, células epi-
teliais renais, células epiteliais pancreaticas, células epiteliais esofagi-
anas, células epiteliais do intestino delgado, células epiteliais do intes-
tino grosso, células epiteliais do pulméo e vias aéreas, células epiteli-
ais da bexiga ou células epiteliais uterinas.

[00046] Células-tronco/progenitoras mesenquimais incluem qual-
quer célula que exibe uma célula mesenquimal como morfologia (isto
€, uma forma semelhante a fuso) que pode ser diferenciada em qual-
quer tipo de célula mesenquimal como, mas nao limitada a, fibroblas-

tos de pele, condrécitos, osteoblastos, tendcitos, fibroblastos de liga-
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mento, cardiomiocitos, células do musculo liso, células do musculo do
esqueleto, adipdcitos, células derivadas das glandulas endécrinas e
todas as variedades e derivados de células neurectodérmicas.
[00047] Em outra modalidade, a invencéo fornece um método tam-
bém compreendendo:

(d) cultivar as células-tronco/progenitoras sob condi¢cdes
que permitem as células sofrer expanséo clonal.
[00048] O termo "expanséo clonal" (as vezes também referido como
"expanséo clonal mitética") refere-se a um processo que ocorre cedo
no programa de diferenciacdo de uma célula pelo qual células-
tronco/progenitoras sdo cometidas a uma linhagem particular e depois
sofrem diferenciacdo terminal. E bem conhecido na técnica que as
condicdes para induzir expansao clonal das células progenitoras po-
dem variar significativamente entre diferentes tipos de célula. Sem es-
tar limitado a um método particular, a indugdo de expanséo clonal é
em geral alcancada cultivando as células-tronco/progenitoras em um
meio que foi otimizado para proliferacdo das células. Tais meios estao
comercialmente disponiveis de muitos provedores. Exemplos nao-
limitativos de tais meios sdo Meio de KGM®-Quertinécito (Cambrex),
MEGM-Meio de Célula Epitelial Mamaria (Cambrex), meio de Epilife
(Cascade Biologics) ou Meio 171 (Cascade Biologics). Alternativamen-
te, um meio de cultura pode ser suplementado com reagentes que in-
duzem proliferacdo celular como fatores de crescimento. Tais reagen-
tes podem ser misturados em uma solugéo simples como o Kit de Su-
plemento de Crescimento de Queratindcito Humano (Cascade Biolo-
gics), para citar um exemplo, ou pode ser suplementado individual-
mente. Tais reagentes incluem, mas n&o sao limitados a, fatores de
crescimento (como fator de crescimento epidérmico, fator-1 de cresci-
mento semelhante a insulina, fator-BB de crescimento derivado de

plaqueta, fator-B1 de crescimento de transformacao, insulina, por
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exemplo), horménios (como um extrato pituitario bovino), hidrocortiso-
na, transferrina e outros em qualquer combinacdo adequada para in-
duzir expansé&o clonal de um tipo de célula dado. O termo "expanséao
clonal" também inclui cultivo da célula in vivo, por exemplo, por injec&o
das células em mamiferos como seres humanos, camundongos, ratos,
macacos, macacos para nomear apenas alguns.

[00049] Em ainda outra modalidade, a inveng¢do fornece um método
também compreendendo:

(e) cultivar as células-tronco/progenitoras sob condicdes
que permitem a diferenciacao das ditas células em células epiteliais
e/ou células mesenquimais; e

(f) isolar as células diferenciadas.

[00050] Em ainda outra modalidade, a invencéao fornece um méto-
do, também compreendendo:

(g) conservar as células-tronco/progenitoras isoladas para
outro uso.

[00051] Meétodos e protocolos para preservacdo e armazenamento
das células eucaridticas, e em particular células mamiferas, sdo bem
conhecidos na técnica (cf., por exemplo, Pollard, J. W. e Walker, J. M.
(1997) Basic Cell Culture Protocols, Segunda Edicdo, Human Press,
Totowa, NJ; Freshney, R. |. (2000) Culture of Animal Cells, Quarta Edi-
céo, Wiley-Liss, Hoboken, NJ). Qualquer método que mantém a ativi-
dade biolégica das células-tronco/progenitoras epiteliais ou mesen-
quimais isoladas pode ser utilizado com relagdo a presente invencéo.
Em uma modalidade preferida, as células-tronco/progenitoras sao
mantidas e armazenadas usando crio conservacao.

[00052] Consequentemente, a invengdo é também direcionada a
uma célula progenitora/tronco derivada da membrana amnidtica do
cordao umbilical por meio dos métodos acima. Além disso, a invengéo

€ também direcionada a um banco de células compreendendo ou con-
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sistindo em uma ou mais células progenitoras/tronco que foram isola-
das como descrito aqui. Este banco de células progenitoras/células-
tronco pode ser autdlogo para um individuo ou agrupar, e subsequen-
temente pode ser empregado através de diferenciacdo adicional para
medicina regenerativa, reparar e regeneracgao de tecido, por exemplo.
[00053] De acordo com o acima, a invencao é também direcionada
a uma composicao farmacéutica compreendendo uma célula-
tronco/progenitora isolada da membrana amniética do cordao umbilical
pelo método inventivo acima. A composigcao farmacéutica pode ser de
qualquer tipo, e usualmente compreende as células-tronco/pr-
ogenitoras ou um extrato celular destas junto com um veicu-
lo/excipiente terapeuticamente aceitavel adequado. Em algumas mo-
dalidades, a composicao farmacéutica € adaptada para aplicacao sis-
témica ou topica.

[00054] Uma composicdo farmacéutica adaptada para aplicacéo
tdpica pode ser em forma liquida ou viscosa. Exemplos desta incluem
um unguento, um creme e uma log¢do e outros. Exemplos para compo-
sicbes farmacéuticas que sdo adequadas para uso sistémico sédo
composicoes liquidas, em que as células-tronco/progenitoras ou o ex-
trato celular s&o dissolvidos em um tampao que € aceitavel para inje-
¢ao ou infusdo, por exemplo.

[00055] Consequentemente, a invencao também refere-se a um
método de tratar um individuo tendo um disturbio. Este método com-
preende administrar ao individuo uma quantidade eficaz de uma célu-
la-tronco/progenitora isolada como explicado aqui ou de um extrato
celular derivado de uma tal célula.

[00056] Em principio, qualquer condicdo que € adequada para ser
tratada por meio de células-tronco/células progenitoras pode ser trata-
da com uma célula ou um extrato celular de presente invencao. Em

algumas modalidades, o disturbio é selecionado do grupo que consiste
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em doenca neoplastica, envelhecimento acelerado da pele e disturbios
de pele, disturbios de tecido, deficiéncias enddcrinas viscerais e dis-
turbios neurais.

[00057] O disturbio de tecido a ser tratado pode ser um congénito
ou uma deficiéncia de tecido adquirida. Exemplos de deficiéncia endé-
crina visceral que pode ser tratada com uma célula da invenc¢éo inclu-
em, mas ndo sdo limitados a, deficiéncia de insulina associada a dia-
betes melito, deficiéncia de testosterona, anemia, hipoglicemia, hiper-
glicemia, deficiéncia pancreatica, deficiéncia ad-renal e deficiéncias da
tiredide.

[00058] Exemplos de disturbios neurais que podem ser tratados in-
cluem, mas néo sao limitados a, doenca de Alzheimer, doenca de Par-
kinson, doenca de Jacob Kreutzfeld, doenca de Lou Gehrig, doenga de
Huntington e condi¢cdes neoplasticas neurais.

[00059] Um exemplo de uma doenca de pele € uma ferida ou uma
parte lesada da pele, por exemplo, pele queimada de sol. Também é
considerado que envelhecimento da pele € uma doenca de pele aqui.
Liberagao tépica ou similar das células-tronco/progenitoras da inven-
cao ou extratos celulares destas, por exemplo, como um constituinte
em lo¢cdes ou cremes ou qualquer outro veiculo adequado, pode desse
modo ser usada para reparo de pele danificada por sol e além disso
pode reduzir também o processo de envelhecimento da pele (proprie-
dades de anti-envelhecimento) suprindo, e desse modo fortalecendo,
os fatores de crescimento deficientes e elementos de peptideo relacio-
nados sem os quais o envelhecimento de pele seria acelerado. As cé-
lulas-tronco/progenitoras podem também migrar para regides feridas
do corpo como feridas de superficie para formar os elementos celula-
res requeridos necessarios para 0s processos reparadores locais (cf.
The Jourmnal of Immunology, 2001, 166: 7556-7562; ou International
Journal of Biochemical and Cell Biology 2004, 36: 598-606.
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[00060] A doenca neoplastica pode ser cancer, em particular como
estudos recentes demonstraram que células-tronco podem seletiva-
mente alvejar tecido de tumor neoplastico (Journal of the National
Céncer Institute 2004; 96 (21): 1593-1603) permitindo liberacédo direci-
onada dos agentes antineoplasticos como interferona para focos neo-
plasticos. O cancer pode ser qualquer tipo de cancer, incluindo aque-
les canceres que podem formar tumores soélidos, variando de cancer
de pele a cancer dos 6rgdos internos. Exemplos de canceres a ser tra-
tados incluem, carcinoma de célula escamosa, carcinoma dutal ou lo-
bular de mama, carcinoma hepatocelular, carcinoma nasofaringeano,
cancer do pulmao, cancer de 0sso, cancer pancreatico, cancer de pe-
le, cancer da cabeca ou pescoco, melanoma maligno cutaneo ou intra-
ocular, cancer uterino, cancer ovariano, cancer retal, cancer da regiao
anal, cancer de estdbmago, cancer de célon, cancer de mama, cancer
testicular, cancer uterino, carcinoma das trompas de falopio, carcinoma
do endométrio, carcinoma da cerviz, carcinoma da vagina, carcinoma
da vulva, doenca de Hodgkin, linfoma de nao-Hodgkin, cancer do es6-
fago, cancer do intestino delgado, cancer do sistema enddécrino, can-
cer da glandula da tiredide, cancer da glandula da paratiredide, cancer
da glandula ad-renal, sarcoma de tecido macio, cancer da uretra, can-
cer do pénis, cancer de prostata, leucemias crénicas ou agudas, tumo-
res solidos de infancia, linfoma linfocitico, cancer da bexiga, cancer do
rim ou ureter, carcinoma de célula renal, carcinoma da pélvis renal,
neoplasma do sistema nervoso central (CNS), linfoma de CNS prima-
rio, angiogénese tumoral, tumor de eixo geométrico espinhal, glioma
de tronco cerebral, adenoma pituitario, sarcoma de Kaposi, cancer
epidermdide ou qualquer combinacdo de tais canceres, incluindo for-
mas disseminadas (metastisantes) destes. No caso de tratamento de
uma doenca neoplastica as células-tronco e/ou seus extratos celulares

derivados de amnio do corddo umbilical podem ser administrados sis-
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temicamente tanto como um tratamento direto e/ou como um veiculo
portador. No caso anterior de terapia de tumor antineoplastico, as célu-
las compreendem um agente antineoplastico.

[00061] Em outro uso farmacéutico, células-tronco/progenitoras da
presente invengcdo podem ser usadas para terapia de gene. Para este
propésito, as células podem ser transformadas com um acido nucléico
que codifica a proteina que sera produzida nas células. O acido nu-
cléico pode ser introduzido em umas células da invengcdo usando
quaisquer dos varios métodos que sao bem conhecidos a pessoa ver-
sada, por exemplo, usando um vetor viral e/ou um lipidio contendo
composicao de transfeccdo como IBAfect (IBA GmbH, Géttingen, Ale-
manha), Fugene (Roche), GenePorter (Gene Therapy System), Lipo-
fectamina (Invitrogen), Superfect (Qiagen), Metafecten (Biontex) ou
aqueles descritos no pedido de patente de PCT WO 01/015755). Em
uma modalidade relacionada, as células da invencao, apés terem sido
transformadas com um acido nucléico que codifica um polipeptideo de
escolha, podem ser usadas recombinantemente produzindo este poli-
peptideo.

[00062] Como mencionado acima, extratos de ceélula-tronco s&o
ricos em uma variedade de fatores de crescimento e peptideos que
sao relevantes para fisiologia de tecido normal. Tais fatores de cres-
cimento e/ou peptideos podem ser deficientes em partes expostas do
corpo, como a pele que € a camada de superficie de todos os seres
humanos que protege o corpo de elementos externos para a manu-
tencdo de homedstase interna. Portanto em uma outra modalidade,
células-tronco/progenitoras da invencao ou extratos celulares destas
sao adequados para o tratamento e/ou manutencdo de homedstase
interna.

[00063] Em uma outra modalidade e de acordo com a revelagao

acima, as células-tronco/progenitoras da invencao podem ser usadas
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para a producdo de qualquer molécula bioldégica. Por exemplo, a molé-
cula biolégica pode ser qualquer molécula que é produzida natural-
mente nas células ou uma molécula do acido nucléico de codificagao
que foi introduzida nas células por meio de tecnologia de DNA recom-
binante. Exemplos de moléculas que podem ser produzidas pelas cé-
lulas da invencgao incluem, mas nao s&o limitadas a, uma proteina co-
Mo uma citocina, um fator de crescimento como fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator-beta de crescimento de transformacéo (TGF-beta), Activina A,
uma proteina morfogenética de osso (BMP), PDGF ou um hormdnio
como insulina ou eritropoetina ou uma proteina transportadora como
transferrina, um peptideo tal como fator de crescimento ou horménio
(por exemplo, horménio luteinico (LSH), horménio estimulante do foli-
culo (FSH)), uma molécula orgénica pequena como um horménio de
esterdide, um oligo- ou polissacarideo, por exemplo, heparina ou sulfa-
to de heparan (cf., exemplo WO 96/23003, ou WO 96/02259 nesta
consideracéo), um proteoglicano, uma glicoproteina como colageno ou
laminina, ou um lipidio, para nomear apenas alguns.

[00064] Em um outro aspecto e de acordo com recentes métodos
(ver, por exemplo, Amit, M et al., Human feeder layers for human em-
bryonic stell cells, Biol Reprod 2003; 68: 2150-2156), as células-
tronco/progenitoras descritas aqui podem ser usadas como camada
alimentadora para o cultivo de outras células-tronco embrionarias, em
particular células-tronco embrionarias humanas. Em uma destas mo-
dalidades as células da presente invencdo sao preferivelmente de
origem humana, uma vez que usando células humanas como camada
alimentadora minimiza o risco de contaminar a cultura de células com
componentes derivados de animais como patégenos ou imundgenos
de animais. Neste respeito, € para ser observado que as células da

invenc&o podem ser cultivadas sob condigcbes livres de soro. Conse-
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guentemente, empregando as células como camada alimentadora e
cultivando a cultura de célula sob com meios livres de soro como 0s
aqui descritos depois, ou em Draper et al. (Culture and Characteriza-
tion of human embryonic stem cell lines, Stem Cells Dev 2004,
13:325-336) ou no Pedido de Patente Internacional WO 98/30679,
por exemplo.
[00065] Nesta conexéo, € observado que em cirurgia de transplan-
tacdo e terapia com base em célula, quantidades altas de células de
passagem baixa com uma propor¢cdo minima de células senescentes
(isto é, proporcédo grande de células de qualidade alta) s&o cruciais e
requeridas para ser derivadas dentro do tempo mais curto possivel du-
rante a expansao de ceélula. Por exemplo, células-tronco mesenqui-
mais da medula 6ssea e sangue de cordao sdo baixas em quantidade
e portanto requerem expansao em muitas passagens durante um peri-
odo longo de tempo para alcangcar o numero suficiente de células re-
querido para transplante celular. As células de passagem alta tendem
a deteriorar-se, porém em qualidade e podem levar a senescéncia da
célula ou transformacgao cancerosa. Foi observado aqui que quantida-
des altas de células da presente invencdo podem ser obtidas através
de numeros de passagem baixa usando uma técnica de explantacao
repetitiva. A presente invencdo desse modo também refere-se a um
método de cultivar células-tronco/progenitoras da invencéo, em que
este método compreende:

Obter um explante de tecido da membrana amnibtica do
corddo umbilical;

Cultivar o explante de tecido em meios de cultivo e condi-
cbes de cultivo adequados em um periodo adequado de tempo,

Opcionalmente expor o explante de tecido aos meios de
cultivo frescos e continuar o cultivo sob condi¢cbes adequadas em um

periodo adequado de tempo (cf., figura 15).
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[00066] O cultivo pode ser realizado como muitos ciclos (passa-
gens) conforme querido e ser parado uma vez o numero desejado de
células foi obtido. Exposicdo do explante de tecido ao cultivo fresco
pode ser realizada removendo o meio de cultivo de célula usado do
vaso usado para cultivar as células e acrescentar meios frescos aque-
le vaso. Em vez de substituir os meios no vaso usado, exposi¢ao aos
meios de cultivo frescos pode ser alcangada transferindo o explante de
tecido para um vaso novo que esta cheio com meios de cultivo. O ex-
plante de tecido usado para cultivagao/propagacdo das células pode
ser obtido por qualquer método adequado, por exemplo pela "técnica
de explante de tecido direta" como explicado acima (em que o tecido &
colocado primeiro em meios sem enzimas, e depois sob condicdes
cuidadosas as células separam por si s6 da massa de tecido principal -
e as ceélulas sao depois colhidas para coletanea).

[00067] O cultivo dos explantes de tecido pode ser realizado em
quaisquer meios que é adequado para o cultivo de células mamiferas.
Exemplos incluem 0s meios convencionais € comercialmente disponi-
veis como 0s que sao acima dados com respeito ao cultivo ou a ex-
pansao clonal das células da invencao, mas nao limitados a, Meio de
KGM®-Queratinocito (Cambrex), MEGM-Meio de Célula Epitelial Ma-
maria (Cambrex), meio de EpiLife (Cascade Biologics), Meio 171
(Cascade Biologics), DMEM, DMEM-F12 ou meios de RPMI. O cultivo
€ tipicamente realizado em condi¢cbes (temperatura, atmosfera) que
sao normalmente usadas para o cultivo de células das espécies das
quais as células sao derivadas, por exemplo, a 37°C em atmosfera de
ar com 5% de CO2. Em uma modalidade, o cultivo é realizado usando
soro livre, em particular meios livres de soro bovino. O cultivo (em uma
passagem) € executado durante qualquer tempo adequado que as cé-
lulas precisam para crescimento, tipicamente, mas de forma alguma

limitado a, durante cerca de 1 a varios dias, por exemplo a cerca de 7

Petigéio 870190103262, de 14/10/2019, pag. 50/366



25/60

ou cerca de 8 dias.

[00068] As invengbes ilustrativamente aqui descritas podem ser
praticadas adequadamente na auséncia de qualquer elemento ou ele-
mentos, limitacdo ou limitacdes, n&o especificamente revelados(as)
aqui. Desse modo, por exemplo, os termos "compreendendo”, "incluin-
do", "contendo", etc. devem ser lidos expansivamente e sem limitacao.
Adicionalmente, os termos e expressdes empregados aqui foram usa-
dos como termos de descricao e n&o de limitacdo, € ndo ha nenhuma
intencdo no uso de tais termos e expressdes de excluir quaisquer
equivalentes das caracteristicas mostradas e descritas ou porgcdes
destes, mas é reconhecido que varias modificacdes sao possiveis den-
tro do escopo da invencgéo reivindicada. Desse modo, deveria ser en-
tendido que embora a presente invencao tenha sido especificamente
revelada por modalidades preferidas e caracteristicas opcionais, modi-
ficacdo e variacdo das invencdes nelas incorporadas aqui reveladas
podem ser re-arranjadas por aqueles versados na técnica, e tais modi-
ficagcbes e variacbes s&o consideradas estar dentro do escopo desta
invencéo.

[00069] A invencéo foi descrita ampla e geralmente aqui. Cada
uma das espécies mais restritas e agrupamentos subgenéricos que
caem dentro da revelagao genérica também fazem parte da inven-
¢ao. Isto inclui a descricdo geral da invengdo com uma condi¢cdo ou
limitacdo negativa que remove qualquer assunto do género, inde-
pendente se ou ndo o material excisado é especificamente citado
aqui.

[00070] Outras modalidades estdo dentro das reivindicacbes a se-
guir e exemplos nao-limitativos. Além disso, onde caracteristicas ou
aspectos da invencao sdo descritos em termos de grupos de Markush,
aqueles versados na técnica reconhecerao que a invencdo € também

assim descrita em termos de qualquer membro individual ou subgrupo

Petigéio 870190103262, de 14/10/2019, pag. 51/366



26/60

de membros do grupo de Markush.
EXEMPLOS
EXEMPLO 1: COLETANEA DE TECIDO DO CORDAO UMBILICAL

[00071] Tecido do cordao umbilical € colhido imediatamente apds o

parto da crianca. O espécime € enxaguado limpo e imediatamente
transferido para uma garrafa de vidro estéril de 500 ml contendo o
meio de transporte de cultura (meio L-15 suplementado com 50 [U/ml
de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina, 250 ug/ml de fungizona, 50
Mg/ml gentamicina; todos os reagentes comprados de Invitrogen) antes
do transporte para o laboratério. No laboratério, extracdo das células-
tronco € conduzida em uma capela de fluxo laminar sob condi¢des es-
téreis. O espécime é transferido primeiro para uma bandeja de aco
inoxidavel estéril. Todo sangue restante nos vasos de corddo € remo-
vido por multiplas lavagens de injecdo usando solucéo salina tampo-
nada de fosfato morna (PBS) suplementada com 5 IU/ml de heparina
(de Sigma). PBS claro sem heparina é usado nas lavagens finais. O
espécime de tecido do cordao umbilical € depois cortado em pedacos
de 2 cm em comprimento e transferido para discos de cultura de célula
de 10 cm de didmetro onde outra lavagem e desinfec¢cdo sao executa-
das com 70% de etanol seguido por lavagens multiplas usando PBS
contendo uma mistura antibiética (50 IU/ml de penicilina, 50 pg/ml de
estreptomicina, 250 ug/ml de fungizona, 50 pg/ml de gentamicina; to-
dos comprados de Invitrogen) até que a solugao fica clara.

EXEMPLO 2: SEPARACAQ/CULTIVAGAO DE CELULA

[00072] Dissecacao do tecido do corddo umbilical &€ primeiro execu-

tada para separar a membrana amniética do cordao umbilical da geléia
de Wharton (isto €, a matriz do cordao umbilical) e outros componen-
tes internos. A membrana amniética isolada € depois cortada em pe-
dacos pequenos (0,5 cm x 0,5 cm) para isolamento da célula. Explante

€ executado colocando os pedacos da membrana amniética do cordao
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umbilical em discos de cultura de tecido em condi¢cbdes de cultura de
célula diferentes para isolamento de células-tronco epiteliais ou me-
senquimais.

[00073] Para separacao/cultivacdo das células mesenquimais, 0s
explantes foram submersos em 5 ml de DMEM (Invitrogen) suplemen-
tado com 10% de soro bovino fetal (Hyclone) (DMEM/10% de FBS) e
mantidos em uma incubadora de cultura de célula de CO>a 37°C. O
meio foi trocado a cada 2 ou 3 dias. Desenvolvimento da célula foi
monitorado sob microscopia de luz. Desenvolvendo, as células foram
colhidas através de ftripsinizacdo (0,125% de tripsina/0,05% de
EDTA) para expansao adicional e crio-preservacdo usando DME-
M/10% de FBS.

[00074] Para separacao/cultivacao das células epiteliais, superficies
de plastico de cultura de célula foram revestidas com misturas de co-
lageno 1/colageno 4 (1:2) antes de colocar as amostras de tecido na
superficie. As amostras de tecido foram submergidas em 5 ml de meio
de EpilLife ou Meio 171 (ambos de Cascade Biologics). O meio foi tro-
cado a cada 2 ou 3 dias. Desenvolvimento da célula de explantes de
cultura de tecido foi monitorado sob microscopia de luz. Desenvolven-
do, as células foram colhidas através de tripsinaizacao (0,125% de
tripsina/0,05% de EDTA) usando meio de EpiLife ou Meio 171.

[00075] Para o método de extracdo enzimatica das células, mem-
brana amnibtica do cordao umbilical foi dividida em pedacos pequenos
de 0,5 cm x 0,5 cm e digerida em 0,1% (p/v) de solucao do tipo 1 de
colagenase (Roche Diagnostics) a 37° C durante 6 horas. As amostras
foram submetidas a vortice a cada 15 min por 2 min. Células foram
colhidas através de centrifugacdo a 4000 rpm durante 30 min. Foram
empregados dois métodos diferentes para isolar as células-tronco epi-
teliais ou mesenquimais.

[00076] Para isolamento das células-tronco epiteliais, os péletes de
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célula foram ressuspensos em meio de EpiLife ou Meio 171 (ambos de
Cascade Biologics) suplementado com 50 pg/ml de fator-1 de cresci-
mento semelhante a insulina (IGF-1), 50 ug/ml de fator-BB de cresci-
mento derivado de plaqueta (PDGF-BB), 5 ug/ml de fator-B1 de cres-
cimento de transformacéo (TGF-B1) e 5 pyg/ml de insulina (todos obti-
dos de R&D System), contadas e semeadas em discos de cultura de
tecido de 10 cm pré-revestidos com misturas de colageno 1/colageno
4 (1:2; Becton Dickinson) em densidade de 1 x 108 células/disco. Apds
24 horas, células ligadas foram lavadas com PBS morno € o meio foi
substituido com meio de EpilLife suplementado-adicionado com Meio
171. O meio foi trocado a cada 2 ou 3 dias. O crescimento de célula e
a formacéo clonal de expansao foram monitorados sob microscopia de
luz. A uma confluéncia de cerca de 70%, as células foram subcultiva-
das através de tripsinaizacao (0,125% de tripsina/0,05% de EDTA) pa-
ra expansao e crio-preservacao adicionais.

[00077] Para isolamento das células-tronco mesenquimais, os péle-
tes de célula foram ressuspensos em DMEM/10% de FBS, contados e
semeados em discos de cultura de tecido de 10 cm a densidade de 1 x
108 células/disco. O meio de cultura foi trocado a cada 2 ou 3 dias.
Crescimento e expansao das células foram monitorados sob micros-
copia de luz. A uma confluéncia de cerca de 90%, as células foram
subcultivadas como esbocado acima.

[00078] Para cultivo de células-tronco epiteliais ou mesenquimais
na camada alimentadora, a membrana de revestimento do corddo um-
bilical foi digerida através de tratamento de colagenase, contada e se-
meada em discos de cultura de tecido de 10 cm revestidos com fi-
broblastos letalmente irradiados ou tratados com Mitomicina C 3T3
(camada alimentadora) em meio Green. O meio de cultura foi trocado
a cada 2 ou 3 dias. Formagao de colbnia foi monitorada sob microsco-

pia de luz e fotografada.
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EXEMPLO 3: IDENTIFICACAO DE CELULAS-TRONCO/PROGE-
NITORAS
[00079] CELULAS EPITELIAIS: figura 1 mostra quadros de desen-

volvimento de células epiteliais da membrana amniética do cordao

umbilical preparadas pelo método usando explante de tecido (amplia-
cao de 40 x). Fotos foram tiradas no dia 2 (figura 1A) e dia 5 (figura
1B, C) da cultura de tecido. Analise de morfologia de célula demons-
trou células semelhantes as epiteliais em forma poliédrica. Digestao
enzimatica dos segmentos do corddo umbilical rendeu células epiteli-
ais similares (figura 2) no dia 2 (figura A, C) e dia 5 (figura B, D) (am-
pliacdo de 40 x). figura 7 mostra quadros de formacéo de colbnia de
células-tronco epiteliais da membrana amnidtica do cordao umbilical
cultivadas em camada alimentadora usando método Green (ampliacéao
de 40 x). Uma colbnia de células semelhantes as epiteliais em forma
poliédrica expandiram-se rapidamente do dia 3 ao dia 7.

[00080] CELULAS MESENQUIMAIS: Desenvolvimento de células
mesenquimais explantadas da membrana amniética do corddo umbili-
cal foi observado ja em 48 horas apds colocacdo em discos de cultura
de tecido usando DMEM suplementado com 10% de soro de bezerro
fetal (FCS) como meio de cultura (figura 3A, C) (ampliacédo de 40 x).
As células foram caracterizadas por sua morfologia em forma de fuso,
e migradas e expandidas tanto facil como rapidamente in vitro, estri-
tamente se assemelhando aos fibroblastos (figura 3B, D) (ampliacao
de 40 x). Observacdes similares foram observadas no grupo de célula
isolada por digestdo enzimatica de colagenase (figura 4). figura 4A
mostra células mesenquimais isoladas da membrana amnidtica do
cordao umbilical no dia 2. Proliferacdo das células foi observada no dia
5 (figura 4B) (ampliacdo de 40 x). Figuras 6 e 8 mostram quadros de
formacdo de colbnia de células-tronco mesenquimais da membrana

amnidtica do cordao umbilical cultivada em condicdo de camada né&o-
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alimentadora e de camada alimentadora em DMEM/10% de FCS (am-
pliacdo de 40 x). As coldnias de células semelhantes as fibroblasticas
em forma alongada se expandiram rapidamente do dia 3 ao dia 7.

[00081] Analise de western blot (figura9) mostra que as células-
tronco mesenquimais da membrana amnibética do corddo umbilical
(UCMC) e células epiteliais do cordao umbilical (UCEC) isoladas de
acordo com a invencéo expressaram o gene de POU5f1 que codifica o
fator de transcricdo Octamero-4 (Oct-4) um marcador especifico de
células-tronco embrionarias (cf. Niwa, H., Miyazaki, J. € Smith, A. G.
(2000). Nat. Genet. 24, 372-376), desse modo, esta analise indica as
propriedades semelhantes as embrionarias destas células-tronco. Es-
tas células também altamente expressaram os outros fatores de cres-
cimento como fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF), fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento se-
melhante a placenta, PLGF, STAT3, fator de célula-tronco (SCF), Fator
de Crescimento Derivado de Hepatoma (HDGF), Fator-2 de Cresci-
mento de Fibroblasto (FGF-2), Fator de Crescimento Derivado de Pla-
queta (PDGF), alfa Actina de Musculo Liso (a-SMA), Fibronectina, De-
corina, Sindecan-1,2,3,4. Na figura 9, a expressdo destes genes €&
comparada para fibroblastos dérmicos humanos, células mesenqui-
mais de medula 6ssea (BMSC) e células mesenquimais derivadas adi-
posas (ADMC). figura 9 também mostra Activina A e Folistatina alta-
mente segregadas (ambas destas proteinas sdo bem conhecidas pro-
mover reparo e regeneragcao de tecido, angiogénese intensificada e
mantém cultura de células-tronco embrionarias, de forma que expres-
sao dos respectivos genes € um sinal para as propriedades embriona-
rias e habilidade das células para diferenciar) detectadas através de
ensaio de ELISA em sobrenadantes mesenquimais do corddo umbili-
cal e cultura de células-tronco epiteliais comparadas com medula 6s-

sea, células-tronco derivadas adiposas, fibroblastos dérmicos huma-
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nos e ceratinécitos epidérmicos. Também estes resultados indicam
que as células da invencéao s&do as candidatas promissoras na aplica-
cao terapéutica destas areas de células como medicina regenerativa,
medicina de envelhecimento, reparo de tecido e engenharia de tecido.
[00082] Células mesenquimais foram também caracterizadas por
analise de citocinas segregadas e fatores de crescimento comparadas
com células-tronco mesenquimais de medula 6ssea humanas. As célu-
las-tronco epiteliais do corddo umbilical (UCEC) foram analisadas
comparadas com ceratindcitos epidérmicos humanos. Esta analise foi
realizada como segue: Brevemente, UMMC, UCEC, fibroblastos dér-
micos, células mesenquimais de medula 6ssea, ceratinocitos epidér-
micos foram cultivados em meios de crescimento até 100% de con-
fluéncia (37°C, 5% de CO>) e depois sincronizados em meio de inani-
¢ao (DMEM livre de soro) durante 48 horas. No proximo dia, o meio foi
substituido pelo préoximo contra DMEM livre de soro fresco e as células
foram depois cultivadas durante outras 48 horas. Os meios condicio-
nados foram colhidos, concentrados e analisados usando um Arranjo
de Citocina (RayBiotech, Inc, GA, USA).

[00083] Os resultados desta analise mostram que UCMC segregam
Interleucina-6 (IL-6); (MCP1); fator de crescimento de hepatdcito
(HGF); Interleucina-8 (IL8); sTNFR1; GRO; TIMP1; TIMP2; TRAILR3;
uPAR; ICAM1; IGFBPS3; IGFBP6 (figura11), enquanto que UCEC se-
grega IGFBP-4; PARC; EGF; IGFBP-2; IL-6; Angiogenina; GCP-2;
IL1Ra; MCP-1; RANTES; SCF; TNFB; HGF; IL8; sTNFR; GRO; GRO-
a; Anfirregulina; IL-1R4/ST2; TIMP1; TIMP2; uPAR; VEGF (figura12).
[00084] Consequentemente, isto mostra que ambos os tipos de cé-
lulas segregam quantidades grandes de citocinas e fatores de cresci-
mento que representam papéis importantes em biologia desenvolven-
te, homeostase de tecido, reparo de tecido e regeneracédo e angiogé-

nese. Isto também demonstra a versatilidade das células da invencgao
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para 0 uso nas respectivas aplicacdes terapéuticas.

[00085] Além disso, as células da invengcao foram também exami-
nadas com respeito a seu perfil de seguranca usando ensaio de for-
macéo de teratoma de camundongo como um indicador. Seis camun-
dongos de SCID foram usados nestes experimentos. Uma suspenséao
de mais de 2 milhdes de UCMC foi injetada com uma agulha estéril de
25G no musculo da coxa de cada camundongo de SCID. Os animais
foram mantidos até 6 meses e formacédo de tumor foi avaliada. Ne-
nhuma formacgao de tumor foi observada nestes camundongos (dados
nao mostrados). Isto indica que as células da invenc&o sao seguras e
nao tém capacidade para formar tumores, benignos ou diferentes.
EXEMPLO 4: CULTIVO DE CELULAS-TRONCO/PROGENITORAS
EM MEIOS LIVRES DE SORO

[00086] Células de UCMC foram cultivadas em DMEM contendo 10

FCS e em meios livres de soros, PTT-1, PTT-2 e PTT-3. Os trés meios

PTT-1, PTT-2 e PTT-3 foram preparados por um dos inventores pre-
sentes, Dr Phan. Em resumo, estes 3 meios ndo contém soro bovino
fetal ou humano, mas contém diferentes citocinas e fatores de cresci-
mento como IGF, EGF, TGF-beta, Activina A, BMPs, PDGF, transferri-
na e insulina. Os componentes de fator de crescimento variam entre
0S meios para avaliar as caracteristicas de crescimento de diferencial.
O cultivo foi realizado como segue: Proporgbes diferentes de fatores
de crescimento e citocinas foram adicionadas em meios basais. UCMC
foi descongelada e mantida nestes meios durante 10 dias. Proliferagao
de célula foi monitorada sob microscopia de luz.

[00087] Figura 13 mostra crescimento de UCMC bom nos 4 grupos
de meios diferentes (figura 13-1 a figura13-5), em que a morfologia
das células de UCMC ¢ diferente dependendo da raz&o ou proporgéao
das citocinas ou fatores de crescimento presentes nos respectivos

meios. Em contraste, medula 6ssea e células mesenquimais derivadas
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adiposas n&o cresceram bem nestes meios livre de soros (figura13-6 e
figura13-7). Consequentemente, o bom crescimento da UCMC de-
monstra a robustez das células da invenc¢&o e sua viabilidade alta, in-
dicando que suas caracteristicas de crescimento sao superiores as
fontes convencionais de células-tronco mesenquimais como células
mesenquimais derivadas da medula éssea e derivadas adiposas. Nes-
te respeito, vale a pena observar que meio livre de soro (bovino) foi
usado nestes experimentos € que a maior parte das células mesen-
quimais humanas nao cresce bem em sistemas de meio livre de soros.
Desse modo, usando as células da invengcao com relagao as tecnolo-
gias de meios livres de soro definidas sdo uma grande vantagem em
terapia de célula como os riscos de usar soro bovino fetal para cultura
de célula e expansao ser removida. (Embora o uso de soro bovino foi
praticado por muito tempo e tipicamente otimiza o crescimento das cé-
lulas, preocupacdes de seu uso foram elevadas sobre a transmissao
de zoonoses como Encefalopatia Espongiforme Bovina (Doenca da
Vaca Louca)).

EXEMPLO 5: CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE
GENE _DAS CELULAS-TRONCO EPITELIAIS OU MESENQUIMAIS
DO CORDAQ UMBILICAL

[00088] O perfil de expresséo de gene de células-tronco epiteliais e

mesenquimais do corddo umbilical foi analisado usando um microar-
ranjo de DNA. Para este propésito, UCMC e UCEC foram cultivados
em meios de crescimento a 37°C, 5% de CO2 até 100% de confluén-
cia. Células foram sincronizadas em meios basais durante 48 horas
depois substituidas com meios basais frescos durante outras 48 horas.
RNA total foi colhido e enviado para Silicon Genetics Microarray Servi-
ce. Analise dos dados foi executada usando GeneSpring 7.2). figura
14 resume a expressao de gene global. UCEC expressou um total de
28055 genes e UCMC expressou um total de 34407 genes. Ha 27308
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genes de sobreposicdo que expressam em ambos 0s tipos de célula.
747 genes expressos foram unicos para UCEC e 7099 genes expres-
sos foram unico para a UCMC. Os genes selecionados de interesse
sao apresentados na figura 14.

[00089] Ambos os tipos de célula-tronco expressaram 140 genes
relacionados as células-tronco embrionarias e desenvolvimento embri-
onario, suportando também que as células da invencéo tém proprieda-
des semelhantes as células-tronco embrionarias: Nanog; Proteina alfa-
fetal; Fator-3 de transcricao de leucemia de pré-célula B; Laminina alfa
5; Semelhante ao antigeno carcinoembridnico 1; contendo dominio de
abidrolase 2; Semelhante a Delta 3 (Drosophila); Semelhante a Mus-
cleblind (Drosophila); Complexo de locus GNAS; Molécula de adeséao
celular relacionada ao antigeno carcinoembridénico 3; Proteina de pal-
mitoil tioesterase 2; Beta-1-glicoproteina 2 especifica de gravidez; Se-
melhante ao antigeno carcinoembridnico 1; Desenvolvimento de ecto-
derma embrionario; Cinase de ziper de leucina embrionaria materna;
Horménio de somatomamotropina coriénica 2; Caixa Forkhead D3;
homologo de franja radical (Drosophila); Membro da familia de cinesi-
na 1B; Miosina, polipeptideo 3 pesado, musculo do esqueleto, embrio-
nario; Malformacéo de mao/pé partidos (ectrodactilia) tipo 3; Membro
da familia de dominio de TEA 3; Laminina, alfa 1; Horménio de soma-
tomamotropina coridénica 1; lactogénio placentario; Receptor de hor-
monio de liberagcdo de corticotropina 1; fator embrionario tirotréfico;
Translocador nuclear de receptor de aril-hidrocarboneto 2; Proteina
relacionada frisada da membrana; Colageno de Neurregulina 1, tipo
XVI, alfa 1; Neurregulina 1; Horménio de somatomamotropina coridni-
ca 1 (lactogénio placentario); Repeticdo em tripleto de CUG, Proteina
de ligacdo de RNA 1; Horménio de somatomamotropina coridnica 1
(lactogénio placentario) Semelhante a Bistina; Inibidor da familia de

MyoD; Induzido por acido retindico 2; Complexo de locus GNAS; Fator
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de transcricdo de leucemia de pré-célula B 4; Laminina, alfa 2 (merosi-
na, distrofia muscular congénita); SMAD, mées contra Homdlogo de
DPP 1 (Drosophila); Sequéncia transcrita de Homo Sapiens com simi-
laridade moderada para proteina pir:D28928 (H. sapiens) D28928 be-
ta-1 glicoproteina gravidez-especifica IB, abortiva - humana (fragmen-
to); Membro da familia de cinesina 1B; Semelhante a Bruno 4, proteina
de ligacdo de RNA (Drosophila); Proteina especifica para cérebro de
embrido; Inibidor de crescimento induzido por gravidez; SMAD, maes
contra homoélogo de DPP 5 (Drosophila); Horménio de somatomamo-
tropina coridnica 2; Polipeptideo de ativacao de adenilato ciclase 1 (pi-
tuitaria); Molécula de ades&o de célula relacionada a antigeno carci-
noembridnico; Laminina, alfa 3; Proteina O-fucosiltransferase 1; Den-
teado 1 (sindrome de Alagille); Homélogo de gastrulagao torcido 1
(Drosophila); ELAV (vis&o letal, anormal embrionaria, Drosophila) se-
melhante 3 (antigeno de Hu C); Fator embrionario tirotréfico; Familia
de portador soluto 43, membro 3; Inversina; nefronoftise 2 (infantil);
inverséo de giro embrionario; Inversina de Homo sapiens (INVS), vari-
ante de transcricao 2, mRNA; Sequéncia transcrita de Homo Sapiens;
Homeo box D8; Substrato Fyn-associado embrionario; ELAV (visdo
letal, anormal embrionaria, Drosophila) semelhante 1 (antigeno de Hu
R); Contendo dominio basico de hélice-algca-hélice, classe B, 2; Recep-
tor de Oxitocina; Fator de crescimento derivado de teratocarcinoma 1;
Tirosina cinase Fms-relacionada 1 (fator de crescimento endotelial
vascular/receptor de receptor de fator de permeabilidade vascular);
Adrenomedulina; Repeticdo em tripleto de 6-CUG de coativador de
receptor nuclear, Proteina de ligacdo de RNA 1; Homdlogo de gastru-
lagdo torcido 1 (Drosophila); Molécula de adesao celular relacionada
ao antigeno carcinoembridnico 4; Proteina tirosina fosfatase, tipo de
receptor, R; Ortdlogo de regido minima de letalidade embrionaria de

Acrg (camundongo); Receptor de EPH A3; Semelhante a Delta 1 (Dro-
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sophila); Fator de LHRH embrionario nasal, Semelhante a CP2 de fa-
tor de transcricao 1; Malformacao de mao/pé partidos (ectrodactilia)
tipo 3; Denteado 2; Sequéncia transcrita de Homo Sapiens; Neurregu-
lina 1; Malformac&o de méo/pé partidos (ectrodactilia) tipo 1; Familia
de portador soluto 43, membro 3; Hidroxiacil-coenzima A desidroge-
nase/3-cetoacil-coenzima A tiolase/enoil-coenzima A hidratase (protei-
na trifuncional), subunidade alfa; Fucosiltransferase 10 (alfa (1,3) fuco-
siltransferase); Ort6logo de regidao minima de letalidade embrionaria de
Acrg (camundongo); Molécula de ades&o celular relacionada ao anti-
geno carcinoembridnico 7; Nucleofosmina/nucleoplasmina, 2; Frag-
mento de Fc de 1gG, receptor, transportador, alfa; Homologo de gas-
trulacéo torcido 1 (Drosophila); Homo Sapiens similar a classificacao
de proteina vacuolar 35; materno-embrionario 3 (LOC146485), mRNA,;
contendo dominio de abidrolase 2; T, homdlogo de brachyury (camun-
dongo); dominio de desintegrina A e metaloproteinase 10; Proteina
ribossémica L29; Enzima de conversao de endotelina 2; ELAV (visao
letal, anormal embrionaria, Drosophila) semelhante 1 (antigeno de Hu
R); Trofinina; Homeo box B6; Laminina, alfa 4, Homeo box B6; protei-
na hipotética FLJ13456; NACHT, contendo repeticdo rica em leucina e
PYD 5; ELAV (visao letal, anormal embrionaria, Drosophila) semelhan-
te 1 (antigeno de Hu R); fator de transcricdo de célula embrionaria indi-
ferenciada 1; Proteina A de plasma associada a gravidez, papalisina 1;
Secretoglobina, familia 1A, membro 1 (uteroglobina); Hormonio seme-
lhante ao hormdnio da paratiredide; Molécula de ades&o celular relaci-
onada ao antigeno carcinoembridnico 1 (glicoproteina biliar); Laminina,
alfa 1.

[00090] Ambos os tipos de célula-tronco também expressaram mi-
lhares de genes relacionados a biologia desenvolvente, crescimento
de célula e diferenciacdo, homeodstase de célula, reparo e regeneracéo

de célula e de tecido. Exemplos de tais fatores de crescimento e seus
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receptores sao como segue: (G-CSF, FGFs, IGFs, KGF, NGF, VEGFs,
PIGF, Angiopoietina, CTGF, PDGFs, HGF, EGF, HDGF, TGF-beta,
Activinas e Inibinas, Folistatina, BMPs, SCF/c-kit, LIF, WNTs, SDFs,
OncostatinaM, Interleucinas, Quimiocinas € muitos outros); MMPs, ma-
trizes extracelulares de TIMPs (colagenos, lamininas, fibronectinas,
vitronectinas, tenascinas, intergrinas, sindecanos, decorina, fioromolu-
dina, proteoglicanos, esparco/osteonectina, mucina, netrina, glipicano,
proteina associada a cartilagem, matrilina, hialuronana, fibulina,
ADAMTS, biglicano, discoidina, componentes de desmosoma, ICAMs,
caderinas, cateninas e muitos outros); citoceratinas.

[00091] Ha grupos de genes presentes apenas em UCMC. Estes
genes s&o relacionados com o0s seguintes: Processos Fisioldgicos
Normais (Fator de crescimento semelhante a insulina 1 (somatomedi-
na C); Semelhante a insulina 4 (placenta); Relaxina 1; Plasminogénio;
Fator de crescimento semelhante a insulina 1 (somatomedina C); Se-
melhante a insulina 5; Fator de crescimento semelhanta a insulina 1
(somatomedina C); Fator de crescimento semelhanta a insulina 2 (so-
matomedina A), Homedstase (Semelhante a spokehead radial 1; He-
mocromatose; Ligando de quimiocina (motivo C-C) 5; Receptor A de
interleucina 31; Ligando de quimiocina (motivo C-X-C) 12 (fator deriva-
do de célula estromal 1); subfamilia de receptor nuclear 3, grupo C,
membro 2; Hemocromatose; Ligando de quimiocina (motivo C-C) 23;
Ligando de quimiocina (motivo C-C) 23; Ferritina mitocondrial; Recep-
tor ativado proliferativo de peroxissoma, gama, coativador 1, alfa; Ten-
soativo, proteina D pulmonar-associada; Ligando de quimiocina (moti-
vo C-C) 11; Ligando de quimiocina (motivo C-C) 3; homologo nove de
Egl 2 (C. elegans); Receptor ativado proliferativo de peroxissoma, ga-
ma, coativador 1, beta; Ligando de quimiocina (motivo C-C) 1; Ligando
de quimiocina (motivo C-X-C) 12 (fator derivado de célula estromal 1);

ATPase, transporte de Na+/K+, alfa 2 (+) polipeptideo; Ligando de
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quimiocina (motivo C) 2; Hemopexina; Receptor de rianodina 3), Mor-
fogenia (Eespectrina, alfa, eritrocitica 1 (eliptocitose 2); Homeo box D3;
Homdlogo ausente dos olhos 1 (Drosophila); familia de gene de homo-
logo de Ras, membro J; Transcricdo especifica de leucocito 1; Recep-
tor de ectodisplasina A2; Glipicano 3; Gene de caixa emparelhada 7;
Corina, serina protease; Desordenado, homdlogo dsh 1 (Drosophila);
familia de gene de homdlogo de Ras, membro J; Caixa T 3 (sindrome
mamaria ulnar); Condroitina beta1,4 N-acetilgalactosaminiltransferase;
Condroitina beta1,4 N-acetilgalactosaminiltransferase; SRY (regi&o de
determinacdo do sexo Y)-caixa 10; Miosina, polipeptideo pesado 9,
nao-musculo; Receptor horménio luteinizante/coriogonadotropina; ho-
mologo de franja radical (Drosophila); Proteina relacionada frisada se-
gregada 5; familia de sitio de integracdo de MMTV do tipo sem asas,
membro 11; Homdblogo ausente dos olhos (Drosophila); semelhante a
muscleblind (Drosophila); Caixa T 5; Semelhante a Mab-21 1 (C. ele-
gans); Especifico para captura de crescimento 2; Combinacdo sexual
em homologo de meia-perna 1 (Drosophila); Caixa T 6; proteina de
LIM de ligacao de Filamina 1; Molécula de adesao celular de melano-
ma; Homodlogo de torcdo 1 (acrocefalosindactilia 3; Sindrome de
Saethre-Chotzen) (Drosophila); Homeo box A11; Ceratocan; Fator de
crescimento de fibroblasto 1 (acidico); Carboxipeptidase M; proteina
efetora de CDC42 (ligacdo de Rho GTPase) 4, fator de transcricdo de
homeobox LIM 1, beta;, Homdlogo Denteado 1; Carboxipeptidase M;
Fator de crescimento de fibroblasto 8 (induzido por andrégeno); Fator
de crescimento de fibroblasto 18; Transcricdo especifica de leucocito
1, Endotelina 3; Semelhante ao fator de transcricdo dominio homeo
emparelhado 1), Desenvolvimento Embrionario (beta-1-glicoproteina
especifica de gravidez 3; Semelhante a ELAV (visdo letal, anormal
embrionaria, Drosophila) 4 (antigeno de Hu D); receptor acoplado a

proteina G 10; Receptor de A2 de ectodisplasina; Cassete de ligacéo
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de ATP, subfamilia B (MDR/TAP), membro 4; Beta-1-glicoproteina es-
pecifica de gravidez 11; Fator de LHRH embrionario nasal; Relaxina 1;
Homoblogo de Notch 4 (Drosophila); Beta-1-glicoproteina especifica de
gravidez 6; pih-2P; Proteina relacionada a sindrome de hipertenséo
induzida por gravidez em Homo Sapiens (PIH2); Glicoproteina oviduc-
tal 1, 120 kDa (mucina 9, oviductina); Proteina endometrial associada
a progestageno; Miosina, polipeptideo leve 4, alcali; atrial, embrionario;
Prolactina; Homoélogo de Notch 4 (Drosophila); Fator de transcricdo de
leucemia de pré-célula B 1; homoélogo de franja radical (Drosophila);
Hormdnio de liberac&o de corticotropina; Subfamilia de receptor nucle-
ar 3, grupo C, membro 2; Neurregulina 2; Semelhante a Muscleblind
(Drosophila); Miosina, polipeptideo leve 4, alcali; atrial, embrionario;
clone de FLJ27401 fis. de cDNA de Homo sapiens, WMCO03071; Extra-
embridnico, espermatogénese, semelhante a homeobox 1; Semelhan-
te a insulina 4 (placenta); Gene de glicoproteina especifico de pseudo-
gravidez processado humano (PSG12), regides n&o-transladadas de 3’
contendo éxon B2C de 2 sitios de encaixe alternativos C1 e C2; Tiro-
sina cinase Fms-relacionada 1 (receptor de fator de crescimento endo-
telial vascular/receptor de fator de permeabilidade vascular); Fator de
transcricdo de leucemia de pré-célula B 1; beta-1-glicoproteina especi-
fica de gravidez 3; Molécula de adesé&o celular relacionada ao antigeno
carcinoembridnico 1 (glicoproteina biliar); Sulfatase de esterdide (mi-
crossomal), arilsulfatase C, isozima S; Homeo box B6; Proteina O-
fucosiltransferase 1; fator de transcricdo de homeobox de LIM 1, beta;
Molécula de adesao celular relacionada ao antigeno carcinoembriénico
1 (glicoproteina biliar); Horménio estimulante de foliculo, polipeptideo
beta; Inibidor de angiotensinogeno proteinase (serina (ou cisteina),
clade A (alfa-1 antiproteinase, antitripsina), membro 8); Molécula de
adesao celular relacionada ao antigeno carcinoembridnico 6 (antigeno

de reacdo cruzada ndo-especifica); Proteina cinase C, proteina de li-
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gacéo alfa; Membro da subfamilia de colectina 10 (lectina do tipo C);
Laminina, alfa 1), Espacgo Extracelular (Carboxilesterase 1 (de mondci-
to/macrofago serina esterase 1); Fator de crescimento de fibroblasto 5;
Progastricsina (pepsinogeno C); Antigeno associado ao esperma 11;
Proproteina convertase subtilisina/cexina tipo 2; Proteina de ligac&o de
hialuronano 2; Dominio sema, dominio de imunoglobulina (Ig), dominio
basico curto, segregado, (semaforina) 3F; Interleucina 2; Semelhante a
quimiotripsina; Doenca de Norrie (pseudoglioma); mucina 5, subtipos A
e C, traqueobronquial/gastrico; Carboxipeptidase B2 (plasma, carboxi-
peptidase U); homdlogo de franja radical (Drosophila); Beta-1-
glicoproteina especifica de gravidez 11; Meprina A, alfa (hidrolase de
peptideo PABA); Taquicinina, precursor 1 (substancia K, substancia P,
neuroquinina 1, neuroquinina 2, neuromedina L, neuroquinina alfa,
neuropeptideo K, neuropeptideo gama); Fator de crescimento de fi-
broblasto 8 (induzido por andrégeno); Fator de crescimento de fi-
broblasto 13; Hemopexina; Cancer de mama 2, principio precoce; Fa-
tor de crescimento de fibroblasto 14; Retinosquise (ligado a X, juvenil)
1; Semelhante a quitinase 3 1 (glicoproteina-39 de cartilagem); Disto-
nina; Secretoglobina, familia 1D, membro 2; Noggina; dominio de qua-
tro nucleos de dissulfeto de WAP 2; Semelhante ao antigeno de CD5
(familia rica em cisteina de receptor de descontaminante); Proteina
responsiva a scrapie 1; Homoélogo de grenlina 1, superfamilia de né de
cisteina (Xenopus laevis); Interleucina 16 (fator quimioatraente de lin-
focito); Ligando de quimiocina (motivo C-C) 26; Nucleobindina 1; Fator
de crescimento de fibroblasto 18; Proteina de ligacdo de fator de cres-
cimento semelhante a insulina 1; Tensoativo, proteina pulmonar-
associada A1; Homdlogo semelhante a delta 1 (Drosophila); Transcri-
¢cao regulada por cocaina e anfetamina; Meprina A, beta; Interleucina
17F; Fator de complemento H; Proteina secretéria rica em cisteina 2;

Distonina; Dominio de quatro nucleos de dissulfeto de WAP 1; Prolac-
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tina; Tensoativo, proteina pulmonar-associada B; Fator de crescimento
de fibroblasto 5; Homoélogo de dickkopf 2 (Xenopus laevis); Antigeno
associado ao esperma 11; Ligando de quimiocina (motivo C-C) 11;
Meprina A, alfa (Hidrolase de peptideo de PABA); Semelhante a quiti-
nase 3 2; fator de crescimento induzido por C-fos (fator de crescimento
endotelial vascular D); Ligando de quimiocina (motivo C-C) 4; Receptor
de Poliovirus; Hialuronoglucosaminidase 1; Glicoproteina oviductal 1,
120 kDa (mucina 9, oviductina); Ligando de quimiocina (motivo C-X-C)
9; Proteina relacionada frisada segregada 5; Amelogenina (amelogé-
nese imperfeita 1, Ligado a X); Relaxina 1; Esparco/osteonectina, pro-
teoglicano de dominios semelhantes de cwcv e kazal (testican); Ligan-
do de quimiocina (motivo C-C) 26; Fator de crescimento de fibroblasto
1 (acidico); Semelhante a angiopoietina 2; Tirosina cinase Fms-
relacionada 1 (fator de crescimento endotelial vascular/receptor de fa-
tor de permeabilidade vascular); Distonina; Semelhante a insulina 4
(placenta); Transcobalamina IlI; anemia macrocitica; Ligando de quimi-
ocina (motivo C-C); Proteina de ligac&o de fator de crescimento seme-
lhante a insulina, subunidade labil a acido; Fator de complemento H;
Beta-1-glicoproteina especifica de gravidez 6; Homdlogo de prata
(camundongo); Proteoglicano 4; Fator de crescimento de fibroblasto
16; Proteina semelhantes a citocina C17; Granulisina; Angiopoietina 2;
Cromogranina B (secretogranina 1); Dominio de Sema, dominio de
imunoglobulina (lg), e Ancora de membrana de GPI, (semaforina) 7A;
Pleiotrofina (fator de crescimento de ligacdo de heparina 8, fator de
promocéao de crescimento de neurite 1); Canal de cloreto, ativado com
calcio, membro da familia 3; Secretoglobina, familia 1D, membro 1;
Fibulina 1; Receptor de fosfolipase A2 1, 180 kDa), e a Matriz Extrace-
lular (semelhante a ADAMTS 1; Periostina, fator osteoblasto-
especifico; Glipicano 5; Repeticdo neuronal rica em leucina 3; Trans-

glutaminase 2 (polipeptideo C, proteina-glutamina-gama-
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glutamiltransferase); Semelhante a Desintegrina A e metaloprotease
(tipo de reprolisina) com motivo de tipo de trombospondina 1, 2; Prote-
ina associada microfibrilar 4; Glipicano 3; Colageno, tipo V, alfa 3; Ini-
bidor de tecido de metaloproteinase 2; Ceratocano; Proteina de matriz
oligomérica de cartilagem; Lumicano; Proteina de ligacao de hialuro-
nano e proteoglicano 3; Estaterina; Semelhante a Desintegrina A e
metaloprotease (tipo de reprolisina) com motivo de tipo de trombos-
pondina 1, 3; Espondina 1, proteina de matriz extracelular; Semelhante
a quitinase 3 1 (glicoproteina-39 de cartilagem); Colageno, tipo IV, alfa
3 (antigeno de Goodpasture); Familia de sitio de integracdo de MMTV
do tipo sem asas, membro 7B; Colageno, tipo VI, alfa 2; Lipocalina 7;
Proteina de ligacdo de hialuronano e proteoglicano 4; Semelhante a
Desintegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina) com motivo de
tipo de trombospondina 1, 5 (agrecanase-2); Fibronectina 1; Matrilina
1, proteina de matriz de cartilagem; Proteina hipotética FLJ13710;
Condroitina beta1,4 N-acetilgalactosaminiltransferase; Metaloprotei-
nase de matriz 16 (inserida na membrana); Fator de von Willebrand,
Colageno, tipo VI, alfa 2; Protease de transmembrana, serina 6; Meta-
loproteinase de matriz 23B; Metaloproteinase de matriz 14 (inserida na
membrana); Repeticdo neuronal rica em leucina 3; Semelhante a
SPARC 1 (mast9, hevina); Esparco/osteonectina, proteoglicano de
dominios semelhantes a cwcv e kazal (testican) 3; Dermatopontina;
colageno, tipo XIV, alfa 1 (undulina); Amelogenina, Ligado a Y; Nido-
gen (enactina); Semelhante a ADAMTS 2; Proteina de ligacdo de hia-
luronano e proteoglicano 2; Colageno, tipo XV, alfa 1; Glipicano 6; Me-
taloproteinase de matriz 12 (elastase de macréfago); Amelogenina
(amelogénese imperfeita 1, Ligado a X); Semelhante a Desintegrina A
e metaloprotease (tipo de reprolisina) com motivo de tipo de trombos-
pondina 1, 15; Protease de transmembrana, serina 6; Semelhante a

Desintegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina) com motivo de
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tipo de trombospondina 1, 16; Esparco/osteonectina, proteoglicano de
dominios semelhantes a cwcv e kazal (testican); Semelhante a Desin-
tegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina) com motivo de tipo de
trombospondina 1, 20; Colageno, tipo Xl, alfa 1; Proteina de ligacdo de
hialuronano e  proteoglicano 1; Condroitina beta1,4 N-
acetilgalactosaminiltransferase; Asporina (LRR classe 1); Colageno,
tipo lll, alfa 1 (sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV, auto-sémica domi-
nante); Fosfoproteina 1 segregada (osteopontina, sialoproteina de os-
so |, ativacao precoce de linfécito T 1); Proteina de matriz Gla; Fibulina
5; colageno, tipo XIV, alfa 1 (undulina); Inibidor de tecido de metalopro-
teinase 3 (distrofia de Sorsby fundus, pseudo-inflamatoéria); Colageno,
tipo XXV, alfa 1; Proteina de matriz oligomérica de cartilagem; Colage-
no, tipo VI, alfa 1; Condroaderina; Colageno, tipo XV, alfa 1; Seme-
lhante a Desintegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina) com mo-
tivo de tipo de trombospondina 1, 16; Colageno, tipo IV, alfa 4; Fosfo-
proteina acidica de matriz de dentina; Colageno, tipo IV, alfa 1; con-
tendo repeticdo de trombospondina 1; Metaloproteinase de matriz 16
(inserida na membrana); Colageno, tipo |, alfa 2; Fibulina 1; Tectorina
beta;, Glicosilfosfatidilinositol fosfolipase especifica D1; Sobre-
regulados em gene de céancer colorretal 1). Citoesqueleto: (Filamina B,
beta (proteina de ligac&o de actina 278); Centrina, proteina de mao de
EF, 1; Contendo dominio de FERM 3; Integrador de ligacéo 3; Parvina,
gama,; Fator de permuta de nucleotideo de guanina de Rho (GEF) 11;
Tirosina cinase 2; Semelhante a Kelch 4 (Drosophila); Eespectrina,
beta, eritrocitica (inclui esferocitose, tipo | clinico); Proteina de intera-
céo de Arg/Abl ArgBP2; Advilina; Contendo repeticdo de eespectrina,
envelope nuclear 1; Catenina (proteina associada a caderina), delta 1;
Semelhante a banda de proteina de membrana de eritrocito 4.1 5; Ca-
tenina (proteina associada a caderina), alfa 2; Ligando de quimiocina

(motivo C-C) 3; Sarcoglicano, gama (glicoproteina associada a distrofi-
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na de 35 kDa); Nebulina; Timosina, beta, identificada em células de
neuroblastoma; proteina cinase-1 dependente de 3-fosfoinositideo;
proteina de interacdo de proteina de sindrome de Wiskott-Aldrich; Dis-
tonina; Proteina de interacdo de Huntingtin 1; produto de gene
KIAA0316; Tropomodulina 4 (musculo); Deletado em céancer do figado
1, Semelhante a Vilina; Sintrofina, beta 1 (proteina associada a distro-
fina A1, 59 kDa, componente basico 1); Proteina cinase, cGMP-
dependente, tipo |; Homo Sapiens similar a ceratina 8; citoceratina 8;
ceratina, tipo Il citoesquelético 8 (LOC345751), mRNA; Aducina 1 (al-
fa); Proteina cinase C e substrato de caseina cinase em neurdnios 3;
Distonina; Grupo sanguineo de Kell; Proteina de interacdo de Filamina
A 1; Especifico para captura de crescimento 2; Estrutura de leitura
aberta de cromossomo 1 1; Semelhante a estatmina 2; Espectrina, al-
fa, eritrocitico 1 (eliptocitose 2); Gene de FKSG44; Membro da familia
de cinesina 1C; Tensina; Captina (proteina de ligacdo de actina); Neu-
rofiboromina 2 (neuroma acustico bilateral); Homologia de plecstrina,
dominios de Sec7 e espiral enrolado 2 (citoesina-2); Proteina relacio-
nada a actina T1; semelhante a sindrome de Wiskott-Aldrich; seme-
lhante a Kelch 4 (Drosophila); homélogo de Fascina 1, proteina de
empacotamento de actina (Strongylocentrotus purpuratus); Anfifisina
(sindrome de Stiff-Man com auto-antigeno de 128 kDa de céncer de
mamay); Semelhante a doenca renal policistica 2 1; Anquirina 2, neuro-
nal; Proteina cinase de ligacdo de CDC42 alfa (Semelhante a DMPK);
Proteina hipotética FLJ36144; Proteina de interacdo de Arg/Abl Ar-
gBP2; semelhante a formina 3; Catenina (proteina associada a caderi-
na), beta 1, 88 kDa; Profilina 2; semelhante a sinaptopodina 2; Sintro-
fina, gama 2; Fosfolipase D2; Engolfamento e motilidade da célula 2
(homodlogo de ced-12, C. elegans); Neurofilamento, polipeptideo leve
68 kDa; Distonina; Semelhante a actina 7B; Membro da familia de ci-
nesina 1C; Dominio de PDZ e LIM 3; Aducina 2 (beta); RhoGEF de
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interacdo de obscurina, calmodulina citoesquelética e titina; Tubulina,
paralogo de polipeptideo beta; Proteina de interacdo de filamina A 1;
Talina 1; Homo Sapiens similar a [Segmento 1 de 2] proteina de Picco-
lo (Aczonina) (LOC375597); proteina efetora de CDC42 (ligacdo de
Rho GTPase) 4; Syndecan 1; Filamina A, alfa (proteina de ligacédo de
actina 280); Profilina 2; fosfatase contendo dominio de C1 semelhante
a tensina; Proteina hipotética MGC33407; Familia de Rho GTPase 1,
Oxidorreductase de Flavoproteina MICAL2; Ativador de secrecéo
Caz2+-dependente; Semelhante a rabfilina 3A (sem dominios de C2);
Miosina XVA, Proteina cinase, cGMP-dependente, tipo |; Proteinaa de
interacdo de cadeia leve reguladora de miosina; Membro da familia de
cinesina 13B; homologo de oncogene de RAS muscular; Espectrina,
beta, nao-eritrocitico 1; TAO cinase 2; Filamina B, beta (proteina de
ligac&o de actina 278); Neurofibromina 2 (neuroma acustico bilateral);
Catenina (proteina associada a caderina), alfa 3; interagindo com obs-
curina, calmodulina citoesquelética e titina de RhoGEF; Coronina, pro-
teina de ligacdo de actina, 1A; semelhante a banda de proteina de
membrana de eritrocito 4.1 1; Espectrina, beta, ndo-eritrocitico 4; Ti-
mosina, beta 4, Ligado a Y; Tectina 2 (testicular); familia de gene de
homologo de Ras, membro J; Serina/treonina cinase com dominios de
Dbl e de homologia de plecstrina; Distrobrevina, beta; Actina, gama 2,
musculo liso, entérico; proteina semelhante a Tara; Caspase 8, pro-
tease de cisteina apoptose-relacionada; contendo dominio de repeti-
céo de Kelch e BTB (POZ) 10; Mucina 1, transmembrana; proteina de
tau associada ao microtubulo; Tensina; Familia de gene de homdlogo
de Ras, membro F (em filopodia); Aducina 1 (alfa); Actinina, alfa 4,
Banda de proteina de membrana de eritrocito 4.1 (eliptocitose 1, Liga-
do a RH); Homoélogo bicaudal D 2 (Drosophila); Anquirina 3, né de
Ranvier (Anquirina G); Miosina VIIA (sindrome de Usher 1B (auto-

sOmico recessivo, severo)); Catenina (proteina associada a caderina),
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alfa 2; Homo Sapiens similar a ceratina 8, tipo Il citoesquelético-
humano (LOC285233); homologo a fascina 3, proteina de empacota-
mento de actina, testicular; Familia de gene de homdlogo de Ras,
membro J; Proteina estrutural de filamento com contas 2, faquinina;
Desmina; Miosina X; Gene associado a proliferagao induzida por sinal;
Escinderina; semelhante a coactosina 1 (Dictiostélio); Engolfamento e
motilidade de célula 2 (homodlogo de ced-12, C. elegans); Tubulina,
beta 4; ativador de secrecao Ca2+-dependente; contendo dominio de
FERM 4A; Actina, alfa 1, musculo do esqueleto; Talina 1; Caldesmon
1; proteina de LIM 1de ligacao de filamina; proteina tau associada ao
microtubulo; Sintrofina, alfa 1 (proteina associada a distrofina A1, 59
kDa, componente acidico); Aducina 2 (beta); proteina de interagdo de
filamina A 1; dominio de PDZ e LIM 3; banda de proteina de membra-
na de eritrécito 4.1 como 4B, proteina de ligacdo de FYN (FYB-
120/130); Integrador de ligagdo 3). Extracelular: (Semelhante a Desin-
tegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina) com motivo do tipo de
trombospondina 1, 20; Semelhante a SPARC 1 (mast9, hevina); inibi-
dor de serina (ou cisteina) proteinase, clade G (inibidor de C1), mem-
bro 1, (angioedema, hereditario); Urocortina; Semelhante a quimiotrip-
sina; polipeptideo beta de fator de crescimento derivado de plaqueta
(homdblogo de oncogene viral de sarcoma de simio (v-sis)); Proteina de
precursor de regulador endotelial ligacao de BMP; Fator de comple-
mento H; semelhante ao horménio de somatomamotropina crénica 1;
Ligando de quimiocina (motivo C-C) 18 (pulmonar e regulado por ati-
vacao); Fibronectina 1; beta-1-glicoproteina 3 especifica de gravidez;
Semelhante a Desintegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina)
com motivo do tipo de trombospondina 1, 3; CocoaCrisp; Semelhante
a insulina 4 (placenta); Familia de sitio de integracdo de MMTYV do tipo
sem asas, membro 11; Proteina de matriz oligomérica de cartilagem;

Protease de transmembrana, serina 6; Fator de crescimento induzido
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por C-fos (fator de crescimento endotelial vascular D); Familia com si-
milaridade de sequéncia 12, membro B (epididimal); Proteina fosfatase
1, subunidade reguladora 9B, espinofilina; Transcobalamina Il; anemia
macrocitica; Fator de coagulacédo V (proacelerina, fator labil); Fosfoli-
pase A2, grupo IID; Fator de necrose tumoral, proteina alfa-induzida 6;
Colageno, Tipo XV, alfa 1; Proteina de ligacdo de hialuronano e prote-
oglicano 3; colageno, Tipo XIV, alfa 1 (undulina); Interleucina 19; Inibi-
dor de protease 15; Receptor colinérgico, polipeptideo 1 nicotinico, be-
ta (musculo); semelhante a lisil Oxidase 3; Semelhante a proteina de
ligac&o de fator de crescimento de insulina 5; Hormdnio de crescimen-
to 1; Beta caseina; Semelhante a NEL 2 (galinha); fator | (complemen-
to); Ligando de quimiocina (motivo C-C) 23; Interferona, alfa 2; Metalo-
proteinase de matriz 16 (inserida na membrana); Metaloproteinase de
matriz 12 (elastase de macréfago); Glipicano 5; Beta-1-glicoproteina
especifica de gravidez 3; Fator de crescimento de fibroblasto 6; Homo-
logo de grenlina 1, superfamilia de nd de cisteina (Xenopus laevis);
Proteina S (alfa); Condroitina betal,4 N-acetilgalactosam-
iniltransferase; especifico de glicosilfosfatidilinositol fosfolipase D1; Fa-
tor de crescimento de fibroblasto 1 (acidico); Espondina 1, proteina de
matriz extracelular; proteina morfogenética de osso 1; Tensoativo, pro-
teina pulmonar-associada B; fosfoproteina acidica de matriz de denti-
na; Lipoproteina, Lp(a); Mucina 1, transmembrana; Protease de lectina
serina de ligacdo de Mannan 1 (componente de ativacdo de C4/C2 de
fator reativo de Ra); Meprina A, beta; Secretoglobina, familia 1D,
membro 1; Asporina (LRR classe 1); Ligando de quimiocina (motivo C-
C) 25; Proteina semelhantes a citocina C17; Semelhante a insulina 5;
Meprina A, alfa (Hidrolase de peptideo de PABA); Proteina responsiva
a Scrapie 1; Fator de crescimento de fibroblasto 18; Ligando de quimi-
ocina (motivo C-X-C) 9; Inibina, B beta (polipeptideo beta de activina

AB); Fator de crescimento de fibroblasto 8 (induzido por andrégeno);
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Granulisina; Transcricdo regulada por cocaina e anfetamina; Colage-
no, tipo I, alfa 2; Ligando de quimiocina (motivo C-C) 17; Ligando de
quimiocina (motivo C-C) 23; Esparco/osteonectina, proteoglicano de
dominios semelhantes a cwcv e kazal (testican) 3; receptor de acido
gama-aminobutirico (GABA) A, beta 3; Defensina, alfa 4, corticostatina;
Repeticdo neuronal rica em leucina 3; Glipicano 6; Proteina cinase ci-
nase ativada por mitdégeno 2; fator de coagulacdo Xl (antecedente de
tromboplastina de plasma); Ligando de quimiocina (motivo C-C) 5; Dis-
tonina; Proteina relacionada frisada; Fator de coagulagcao XllI, polipep-
tideo A1; Fator de crescimento semelhante a insulina 1 (somatomedi-
na C); Proteina hipotética MGC45438; Antigeno associado ao esper-
ma 11; Fator de crescimento semelhante a insulina 1 (somatomedina
C); Periostina, fator osteoblasto-especifico; Alfa-2-macroglobulina; Re-
ceptor de acido gama-aminobutirico (GABA) A, alfa 5; Inibidor de seri-
na (ou cisteina) proteinase, clade A (alfa-1 antiproteinase, antitripsina),
membro 3; Homoélogo de prata (camundongo); Proteina relacionada
frisada; Condroaderina; Condroitina beta1,4 N-
acetilgalactosaminiltransferase; receptor de 5-hidroxitriptamina (sero-
tonina) 3, membro da familia C; Colageno, tipo VI, alfa 2; Receptor
semelhante a toll 9; Amelogenina, Ligado a Y; Fator de crescimento
endotelial vascular B; Semelhante a spokehead radial 1; Tirosina ci-
nase Fms-relacionada 1 (fator de crescimento endotelial vascu-
lar/receptor de fator de permeabilidade vascular); Inibidor de protease
16; Interleucina 2; Clusterina (inibidor de lise de complemento, SP-
40,40, glicoproteina sulfatada 2, mensagem de prostata reprimida por
testosterona 2, apolipoproteina J); Horménio estimulante de foliculo,
polipeptideo beta; Semelhante a Desintegrina A e metaloprotease (tipo
de reprolisina) com motivo do tipo de trombospondina 1, 16; Lisozima
(amiloidose renal); homologo de franja radical (Drosophila); Semelhan-

te a proteina de ligac&o de fator de crescimento de insulina 5; Taxilina;
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Apolipoproteina A-V; Fator de crescimento derivado de plaqueta C;
Semelhante ao Ligando de quimiocina (motivo C-C) 3 1; Fator de cres-
cimento de fibroblasto 16; Colageno, tipo VI, alfa 2; Inibidor de serina
(ou cisteina) proteinase, clade C (antithrombin), membro 1; Ligando de
quimiocina (motivo C-C) 11; Colageno, tipo IV, alfa 4; Tirosina cinase
de agammaglobulinemia de Bruton; Fator de crescimento semelhante
a insulina 2 (somatomedina A); Dominio inibidor de serina protease do
tipo kazal 1; Fibrinogénio, polipeptideo A alfa; Ligando de quimiocina
(motivo C-C) 1; Inibina, E. beta; globulina de ligacdo de horménio de
sexo; Colageno, tipo IV, alfa 1; Aciltransferase de lecitina-colesterol;
Proteina secretoria rica em cisteina 2; Proteina de ligacao de hialuro-
nano e proteoglicano 1; Precursor de peptideo natriurético C; Ribonu-
clease, familia AA de RNase, k6; Fator de crescimento de fibroblasto
14; semelhante a ADAMTS 2; Colageno, tipo IV, alfa 3 (antigeno de
Goodpasture); Angiopoietina 2; Apolipoproteina L, 3; Ligando de qui-
miocina (motivo C-X-C) 12 (fator derivado de célula estromal 1); prote-
ina de ligacdo hialuronano 2; Fator de Coagulacéo VIl (acelerador de
conversao de protrombina de soro); colageno, Tipo XIV, alfa 1 (unduli-
na); glicoproteina ovidutal 1, 120 kDa (mucina 9, oviductina); Matrilina
1, proteina de matriz de cartilagem; mucina 5, subtipos A e C, tra-
queobronquial/gastrico; Superfamilia de receptor de fator de necrose
tumoral, membro 11b (osteoprotegerina); Transglutaminase 2 (polipep-
tideo C, proteina-glutamina-gama-glutamiltransferase); Ceratocano;
Colageno, tipo V, alfa 3; Dominio de quatro nucleos de dissulfeto de
WAP 2; Ligando de quimiocina (motivo C-X3-C) 1; Inibidor de serina
(ou cisteina) proteinase, clade D (co-fator de heparina), membro 1;
Proteina secretéria LOC348174; Fator de Coagulacédo X; Interleucina
16 (fator quimioatraente de linfocito); Proteina 2 relacionada a lipase
pancreatica; HirA peptidase serina 3; Receptor de glicina, alfa 3; se-

melhante a antigeno de CD5 (familia rica em cisteina de receptor de

Petigéio 870190103262, de 14/10/2019, pag. 75/366



50/60

descontaminante); Proteina hipotética MGC39497; Fator de coagula-
cao VI, componente de pré-coagulante (hemofilia A); Dermatoponti-
na; Noggina; contendo dominio de LY6/PLAUR segregado 1; seme-
lhante a ADAMTS 1; Alfa-1-B glicoproteina; estrutura de leitura aberta
de cromossomo 20 175; Familia de sitio de integracdo de MMTV do
tipo sem asas, membro 8B; Fibulina 1; Fibulina 5; Catepsina S; Nido-
gen (enactina); Ligando de quimiocina (motivo C-C) 26; Molécula es-
pecifica para célula endotelial 1; semelhante a quitinase 3 1 (glicopro-
teina-39 de cartilagem); Receptor de acido gama-aminobutirico (GA-
BA) A, beta 1; Secretoglobina, familia 1D, membro 2; Serina protease
de lectina de ligacdo de Mannan 1 (Componente de ativacdo de C4/C2
de fator reativo de Ra); Semelhante a ADAMTS 1; Dominio de Sema,
dominio de imunoglobulina (Ig) e Ancora de membrana de GPI, (sema-
forina) 7A; Semelhante a Desintegrina A e metaloprotease (tipo de re-
prolisina) com motivo de tipo de trombospondina 1, 15; Proproteina
convertase subtilisina/quexina tipo 2; Fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (somatomedina C); Retinosquise (Ligado a X, juvenil) 1;
Semelhante a Desintegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina)
com motivo de tipo de trombospondina 1, 16; Ligando de quimiocina
(motivo C) 2; Fator de crescimento de fibroblasto 5; Antigeno associa-
do ao esperma 11; Proteina associada microfibrilar 4; Receptor de Po-
liovirus; Cinase regulada por sinal extracelular 8; Protease de trans-
membrana, serina 6; Proteina cinase C, alfa; semelhante a Quitinase 3
2; Interleucina 9; Apolipoproteina L, 6; Tensoativo, proteina pulmonar-
associada A1; Colageno, tipo VI, alfa 1; Apolipoproteina L, 6; Proteina
hipotética FLJ13710; Carboxipeptidase B2 (plasma, carboxipeptidase
U); semelhante a bactericida/proteina de aumento de permeabilidade
2; Fator de crescimento de fibroblasto 5; Fosfoproteina segregada 1
(osteopontina, sialoproteina de osso |, Ativacao precoce de linfécito T

1); HtrA peptidase serina 3; Deletado em céancer do figado 1; Molécula
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especifica de célula endotelial 1; Fator de von Willebrand; Semelhante
a Desintegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina) com motivo de
tipo de trombospondina 1, 5 (agrecanase-2); Dominio de Sema, domi-
nio de imunoglobulina (Ig), dominio basico curto, segregado, (semafo-
rina) 3A; Ligando de quimiocina (motivo C-X-C) 12 (fator derivado de
célula estromal 1); Estaterina; Cinase regulada por sinal extracelular 8;
Inibidor de tecido de metaloproteinase 3 (Distrofia de Sorsby fundus,
pseudo-inflamatério); Fator de plaqueta 4 (ligando de quimiocina (mo-
tivo C-X-C) 4); Tensoativo, proteina pulmonar-associada D; Fator de
complemento H; Semelhante ao homdlogo delta 1 (Drosophila); Domi-
nio de quatro nucleos de dissulfeto de WAP 1; Semelhante a proteina
de ligacao de fator de crescimento de insulina, subunidade labil em
acido; Cancer de mama 2, principio precoce; Linfécito de gene pré-B
1, Horménio de liberagdo de corticotrpina; Proteina hipotética
DKFZp434B044; Proteina induzida por prolactina; Proteina de libera-
céo de guanila de Ras 4, Progastricsina (pepsinégeno C); Dominio de
Sema, dominio de imunoglobulina (Ig), dominio basico curto, segrega-
do, (semaforina) 3F; Sobre-regulado em gene de céancer colorretal 1;
Proteoglicano 4; Receptor colinérgico, nicotinico, polipeptideo delta;
Proteina de matriz oligomérica de cartilagem; Grupo sanguineo ABO
(transferase A, alfa 1-3-N-acetilgalactosaminiltransferase; transferase
B, alfa 1-3-galactosiltransferase); Interleucina 12A (fator estimulador
de célula assassina natural 1, fator de maturacao de linfocito citotoxico
1, p35); Fator de crescimento de fibroblasto 7 (fator de crescimento de
ceratindcito); semelhante a familia de IRRE 3 (Drosophila); Receptor
colinérgico, nicotinico, alfa polipeptideo 2 (neuronal); Carcinoma asso-
ciado ao palato, pulmé&o e epitélio nasal; Colageno, Tipo XV, alfa 1;
Pleiotrofina (fator de crescimento de ligacdo de heparina 8, fator de
promocéao de crescimento de neurite 1); Semelhante a angiopoietina 2;

Doenca de Norrie (pseudoglioma); Ligando de quimiocina (motivo C-C)
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3; Semelhante a quitinase 3 1 (cartilagem glicoproteina-39); inibidor
inter-alfa (globulina) H3; Amelogenina (amelogénese imperfeita 1, Li-
gado a X); Fator de crescimento epidérmico (beta-urogastrona); Fator
de crescimento de fibroblasto 13; Familia de sitio de integracdo de
MMTYV do tipo sem asas, membro 7B; Receptor colinérgico, nicotinico,
polipeptideo gama; Beta-1-glicoproteina especifica de gravidez 6; Me-
taloproteinase de matriz 14 (inserida na membrana); Ligando de qui-
miocina (motivo C-C) 26; Interferona, alfa 6; Taquicinina, precursor 1
(substancia K, substéncia P, neuroquinina 1, neuroquinina 2, neuro-
medina L, neuroquinina alfa, neuropeptideo K, neuropeptideo gama);
Proteina relacionada frisada segregada 5; Proteina de ligacdo de hia-
luronano e proteoglicano 4; Componente de complemento 4B; Metalo-
proteinase de matriz 16 (inserida na membrana); Fator de crescimento
de fibroblasto 7 (fator de crescimento de ceratinécito); Apolipoproteina
C-1I; Canal de cloreto, ativado com calcio, membro da familia 3; Tetra-
nectina (proteina de ligacdo de plasminogénio); Colageno, tipo lll, alfa
1 (sindrome de Ehlers-Danlos tipo 1V, auto-sémico dominante); Protei-
na de KIAA0556; Ligando de quimiocina (motivo C-C) 4; Hemopexina;
inibidor inter-alfa (globulina) H1; Relaxina 1; Proteina de Gla de matriz;
Semelhante a Desintegrina A e metaloprotease (tipo de reprolisina)
com motivo do tipo de trombospondina 1, 2; receptor de interferona
(alfa, beta e omega) 2; Fosfatase acida, prostata; Proteina de ligagao
de nucleotideo de guanina (G proteina), gama 8; Metaloproteinase de
matriz 23B; Meprina A, alfa (Hidrolase de peptideo de PABA); Hialuro-
noglucosaminidase 1; Angiotensinogeno (inibidor de serina (ou cistei-
na) proteinase, clade A (antiproteinase alfa-1, antitripsina), membro 8),
proteina de camada intermediaria de cartilagem, pirofosfoidrolase de
nucleotideo; Receptor purinérgico P2X, canal de ion com porta de li-
gando, 7; Glipicano 3; Tectorina beta; Interferona, alfa 5; Lipocalina 7,

variante 4 de fator de plaqueta 1; Nucleobindina 1; Colageno, tipo Xl,
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alfa 1; Polipeptideo inibidor gastrico; Contendo repeticdo de trombos-
pondina 1; membro da familia D de receptor de 5-hidroxitriptamina (se-
rotonina) 3; Colageno, tipo XXV, alfa 1; Diferenciac&o de fator de cres-
cimento 9; Proteina hipotética DKFZp434B044; Endotelina 3; Ligando
de quimiocina (motivo C) 2; Proquineticina 2; Superfamilia de receptor
de fator de necrose tumoral, membro 11b (osteoprotegerina); Inibidor
de tecido de metaloproteinase 2; Distonina; Cromogranina B (secreto-
granina 1); Proteina de ligacao de hialuronano e proteoglicano 2; Re-
peticdo neuronal rica em leucina 3; Lumicano; Matrilina 1, proteina de
matriz de cartilagem; Fosfolipase A2, grupo IIA (plaquetas, fluido sino-
vial); Carboxilesterase 1 (esterase serina de mondcito/macréfago 1);
Esparco/osteonectina, proteoglicano de dominios semelhantes a cwcv
e kazal (testican); Homologo de dickkopf 2 (Xenopus laevis); Receptor
de acido gama-aminobutirico (GABA) A, alfa 3; Beta-1-glicoproteina
especifica de gravidez 11; Semelhante a proteina de ligacdo de fator
de crescimento de insulina 1; Defensina, beta 106; Interleucina 17F;
Subunidade de canal de ion com porta de ligando; receptor de fosfoli-
pase A2 1, 180 kDa, fator | (complemento); Distonina; homdlogo de
garantia de longevidade de LAG1 1 (S. cerevisiae); Prolactina; se-
quéncia expressa dos testiculos 264; dominio de Sema, imunoglobuli-
na de dominio (Ig), dominio basico curto, segregado, (semaforina) 3D;
proteina relacionada frisada segregada 2; proteina relacionada frisada
segregada 4).

[00092] Ha grupos de genes presentes apenas em UCEC. Estes
genes s&o relacionados com o0s seguintes: Homeodstase (Albumina;
Receptor de sensibilizagdo de calcio; Aquaporina 9; Lactotransferrina.
Morfogenia: Homeo box HB9; Antigeno semelhante a V epitelial 1).
Desenvolvimento Embrionario (Relaxina 2; Molécula de adeséo celular
relacionada ao antigeno carcinoembridénico 8; Indoleamina-pirrol 2,3

dioxigenase; receptor de EPH A3; Fator embrionario tirotréfico; beta-1-
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glicoproteina especifica para gravidez 1; Laminina, alfa 3), o Espaco
Extracelular (Tensoativo, proteina pulmonar-associada A1; beta-1-
glicoproteina especifica para gravidez 1; Lactotransferrina; TGF-alfa;
Albumina; FGF-23; proteina de ligacdo de calcio de S100 A9 (calgra-
nulina B)), a Matriz Extracelular (Laminina, beta 4; Laminina, alfa 3,
glicoproteina de zona pelucida 4. Atividade de molécula estrutural: es-
trutura de leitura aberta do cromossomo 21 29; Laminina, alfa 3; Prote-
ina 2 associada ao microtubulo; Laminina, beta 4; Queratina 6B; Ladi-
nina 1; Queratina 6A; Occludina; Loricrina;, Banda de proteina de
membrana de eritrécito 4.1 (eliptocitose 1, Ligado a RH); Cristalina, A2
beta; proteina estrutural da lente do olho; semelhante a proteina asso-
ciada a contactina 4; Claudina 19; Proteina hipotética LOC144501;
Queratina 6E; Queratina 6L; proteina intrinseca da membrana da lente
2, 19 kDa), o Citoesqueleto (Proteina associada ao microtubulo 2; se-
melhanta a banda de proteina de membrana de eritrécito 4.1 5; Homo
sapiens tricoialina (THH); Queratina 6B; Queratina 6A; Semelhante ao
antigeno epitelial V 1, Homdlogo de Hook 1 (Drosophila); Loricrina;
Banda de proteina de membrana de eritrocito 4.1 (eliptocitose 1, Liga-
do a RH); Tropomodulina 1; MAP/cinase de regulacdo de afinidade de
microtubulo 1; Queratina 6E; familia de proteina de LIM de ligac&o de
actina, membro 2), Moléculas de Adesao de Célula (Caderina 19, tipo
2; leucemia mieldide/linféide ou de linhagem misturada; estrutura de
leitura aberta de cromossomo 21 29; semelhante a familia de IRRE 2;
Laminina, alfa 3; Sialoadesina; Antigeno de CD84 (antigeno de leuco-
cito); Lectina, de ligacao de galactosideo, soluvel, 2 (galectina 2); Anti-
geno semelhante epitelial V 1; Antigeno de CD96; Antigeno de nefrite
tubulointerstitial; Molécula de adesao celular relacionada ao antigeno
carcinoembridnico 8; IL-18; Superfamilia de imunoglobulina, membro
1; Integrina, beta 8; Ornitina arbamoiltransferase; Integrina, beta 6;

semelhante a proteina associada a contactina 4; Colageno, tipo XVII,
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alfa 1; semelhante a caderina 26; semelhante a mucina e caderina),
proteinas de diferenciacao de célula (proteina tirosina fosfatase, tipo
receptor, Z polipeptideo 1; Laminina, alfa 3; Antigeno de CD84 (anti-
geno de leucécito); EDRF2; fator relacionado a diferenciacéo de eri-
troide de Homo sapiens 2; semelhante a proteina de tumor p73; prote-
ina relacionada a Apoptose de NB4/diferenciacdo de NB4; PNAS-133
de Homo Sapiens; Similar a sete no absentismo 2; Interleucina 24;
Queratina 6B; Queratina 6A; membro de desidrogenase/reductase
(familia de SDR) 9; Proteina de junc&o de Gab, beta 5 (conexina 31.1);
proteina de homeobox de iroquois 4, Homeobox anterior ventral 2; Li-
gando de quimiocina (motivo C-X-C) 10; Superfamilia de receptor de
fator de necrose tumoral, membro 17; Canal de calcio, dependente de
voltagem, subunidade beta 2; Doencga de Parkinson (auto-sémica re-
cessiva, juvenil) 2, parquina; Calicreina 7 (quimiotriptico, estrato cor-
neo); homdlogo perdido de células gliais 2; AP-2 alfa; Proteina tirosina
fosfatase, tipo receptor, Z polipeptideo 1; Troponina T1; Escielina; Glu-
cosaminila (N-acetil) transferase 2, enzima de ramificacéo I; Colageno,
tipo XVII, alfa 1; Supressor de sinalizacdo de citocina 2; Homeo box
menos distal 1; captura de zigoto 1; Interleucina 20; Diferenciacao de
fator de crescimento 3; FGF-23; familia de sitio de integracado MMTV
do tipo sem asas, membro 8A. Extracelular: Estrutura de leitura aberta
do cromossomo 21 29; Laminina, alfa 3; Laminina, beta 4; Interleucina
24; beta-1-glicoproteina 1 especifica para gravidez, Ligando de quimi-
ocina (motivo C-X-C) 11; Tensoativo, proteina pulmonar-associada A1;
Prepronociceptina; Receptor de 5-hidroxitriptamina (serotonina) 3B,
Molécula de adesao celular relacionada ao antigeno carcinoembrinico
8; Ligando de quimiocina (motivo C-X-C) 10; IL-18 (fator indutor de in-
terferona gama); Lactotransferrina; Albumina; Ligando de Fas (super-
familia de TNF, membro 6); Receptor colinérgico, polipeptideo nicotini-

co 4, beta; Peptideo antimicrobiano de catelicidina; protease seme-
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lhante a tripsina das vias aéreas; proteina de ligagcdo de calcio S100
A9 (calgranulina B); TGF-alfa; Calicreina 10; Inibidor de protease de
serina, tipo Kunitz 1; proteina da via de sinalizacao induzivel por
WNT1 3; Relaxina 2; Interferona, capa; Defensina, beta 103A; IL-20;
Glicoproteina de Zona Pelucida 4; Diferenciagcdo de fator de cresci-
mento 3; FGF-23; Familia de sitio de integracdo de MMTYV do tipo sem
asas, membro 8A; Fator de complemento H-relacionado 5), Proteinas
desenvolventes (receptor de EPH A3, cinase 2 relacionada a NIMA
(nunca em gene de mitose a); proteina de dedo de zinco 282; Cinase 1
de ligacdo de TANK; homdlogo A de recombinacdo meidtica de
MRE11 11; Fator de transcricdo de E2F 2; Proteina tirosina fosfatase,
tipo receptor, Z polipeptideo 1; mRNA expresso de mama de clone de
Homo Sapiens 161455 do cromossomo X; Laminina, alfa 3; semelhan-
te ao homodlogo de oncogene viral de mieloblastose de v-myb (aviario)
1, Regulador de proteina de sinalizacdo G 11; Proteina 2 associada ao
microtubulo; Proteina de transmembrana 16A; Polipose de adenoma-
tose coli 2; Homeo box HB9; Proteina de centrdmero F, 350/400ka (mi-
tosina); Antigeno de CD84 (antigeno de leucécito); EDRF2; fator rela-
cionado a diferenciacao de eritréide 2; semelhante a proteina p73 tu-
moral; proteina relacionada a apoptose/diferenciacdo de NB4; PNAS-
133 de Homo Sapiens; Caixa Forkhead P2; proteina diferencialmente
expressa associada gastrica de Homo Sapiens YA61P (YA61); Tenas-
cina N; estrutura de leitura aberta de Cromossomo 6 49; proteina de
dedo de zinco 462; proteina de dedo de zinco 71 (Cos26); caixa de
SRY 7 (regido de determinacdo do sexo Y); Semelhante ao receptor
desencadeador expresso em células mieldides 4; Interleucina 24, beta-
1-glicoproteina 1 especifica por gravidez; Proteoglicano de sulfato de
condroitina 5 (neuroglicano C); Queratina 6B; Queratina 6A; membro
de desidrogenase/reductase (familia de SDR) 9; Antigeno semelhante

a V epitelial 1; Proteina de junc&o de Gap, beta 5 (conexinz 31.1); re-
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ceptor acoplado a proteina G 51; fator regulador de interferona 6; Neu-
rotrofina 5 (neurotrofina 4/5); Antigeno de CD96; Proteina de homeo-
box de Iroquois 4; Semelhante ao receptor de interleucina 1 1; expres-
so de fase G-2 e S 1; Subfamilia de receptor nuclear 2, grupo E, mem-
bro 3; Homeobox 2 anterior ventral; Proteina de dedo de zinco 215;
Segmento de DNA no cromossomo 4 (Unico) sequéncia expressa 234;
Molécula de adesao celular relacionada ao antigeno carcinoembrinico
8; Ligando de quimiocina (motivo C-X-C) 10; IL-18; Indoleamina-pirrol
2,3 desoxigenase; Albumina; Receptor de sensibilizacdo de calcio (hi-
percalcemia hipocalciurica 1, hiperparatiroidismo neonatal severo); Li-
gando de Fas (superfamilia de TNF, membro 6); Superfamilia de
TNFR, membro 17; Canal de calcio, dependente da voltagem, subuni-
dade beta 2; Doenca de Parkinson (auto-sémica recessiva, juvenil) 2,
parquina; calicreina 7 (quimiotriptica, estrato cdérneo); Homoélogo perdi-
do de células gliais 2; TGF-alfa; Fator embrionario tirotréfico; Alfa AP-2
(proteina de ligacao intensificadora de ativac&do 2 alfa); calicreina 10;
Regulador de sinalizagdo de proteina G 7; Proteina tirosina fosfatase,
tipo receptor, Z polipeptideo 1; Inibidor de serina protease, Kunitz tipo
1, proteina da via de sinalizacdo induzivel por WNT1 3; membro da
familia de Zic 3 heterotaxia 1 (homdlogo de par impar, Drosophila);
TTK proteina cinase; Troponina T1, de esqueleto, lento; Escielina;
Semelhante ao fator induzido por TGFB 2, Ligado a X; calicreina 8
(neuropsina/ovasina); Glucosaminil (N-acetil) transferase 2, enzima de
ramificacdo |; dominio de repeticdo de anquirina 30A; Relaxina 2; Co-
lageno, tipo XVII, alfa 1; Gene diferencialmente expresso em préstata;
Regulador de fosfatase e actina 3; Supressor de sinalizacdo de citoci-
na 2; Subfamilia de receptor nuclear 4, grupo A, membro 3; enzima de
conversao de angiotensina | (peptidil-dipeptidase A) 1; Proteina hipoté-
tica MGC17986; Homeo box menos distal 1; homologo de garantia de

longevidade de LAG1 3 (S. cerevisiae); captura de Zigoto 1; Interfero-
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na, capa; IL-20; inibidor de caspase-1 de ICEBERG,; Fator de diferen-
ciacdo de crescimento 3; FGF-23; seqliéncia expressa dos testiculos
15; Familia do sitio de integracdo de MMTYV do tipo sem asas, membro
8A,; caixa de SRY (regido de determinacdo do sexo Y) 7; associado a
deficiéncia de carnitina, expressou no ventriculo 1; Proquineticina 1;
semelhante a proteina de ligagcdo de elemento responsivo a CAMP 3
3; uma familia de dominio de recrutamento de Caspase, membro 15;
proteina FLJ23311).

EXEMPLO 6: DIFERENCIACAO DIRETA DAS CELULAS-TRONCO
EPITELIAIS DO CORDAQO UMBILICAL (UCEC) EM CERATINOCITOS
EPIDERMICOS DA PELE

[00093] Para diferenciagdo em ceratinécitos epidérmicos da pele,

células-tronco epiteliais do cordao umbilical, células de UCEC, foram
cultivadas de acordo com um protocolo padrao para o cultivo de cera-
tindcitos. Técnicas de isolamento de célula foram como descritas aci-
ma. UCEC é depois cultivado em meios de crescimento de ceratindci-
tos livre de soro, KGM, KGM-2 (Cambrex), EpiLife (Cascade Biologics)
ou em meio Green na presenca de camada alimentadora embrionaria
de camundongo 3T3 irradiada ou tratada com Mitomicina-C a 37°C,
5% de CO2). Morfologia das células UCEC desse modo diferenciou os
ceratinocitos epidérmicos humanos semelhantes. Células epiteliais tém
morfologia similar sob microscéopio de luz e podem ser faciimente
transformadas em fibroblastos usando meios convencionais e comer-
cialmente disponiveis (cf., Figura 2).

[00094] Analise imunofluorescente mostra que a UCEC cultivada
também expressa marcadores moleculares de ceratindcito epidérmico
como queratinas, desmosoma, hemidesmosoma e componentes de
membrana basal (ver também figura 10 que aquele mostra que as
UCEC séo qualificadas para ser células epiteliais em geral expressan-

do marcadores de célula epiteliais para uma variedade destes). Con-
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sequentemente, estes resultados mostram que as células progenito-
ras/tronco epiteliais do corddo umbilical da presente invencao podem
ser diferenciadas em células de pele como ceratindcitos epidérmicos
que podem ser usadas para cura de ferida e tém grande potencial para
o desenvolvimento de equivalentes de pele cultivados.

EXEMPLO 7: EXPANSAO DAS CELULAS-TRONCO EPITELIAIS OU
MESENQUIMAIS DO CORDAO UMBILICAL USANDO EXPLANTES
DE TECIDO REPETITIVOS DOS TECIDOS DE MEMBRANA DE RE-
VESTIMENTO DO CORDAO UMBILICAL

[00095] Células-tronco epiteliais e mesenquimais do corddo umbili-

cal da invencao se expandiram usando explantes repetitivos do tecido
de membrana amnibtica do corddo umbilical como segue. Brevemente,
no dia 1 do processo, explantes de tecido foram banhados sobre dis-
cos de cultura de tecido em meios de crescimento (DMEM/10% de
FCS, EpiLife, KGM, KGM-2 ou M171) a 37°C, 5% de CO2; os meios
foram alterados a cada 2 ou 3 dias. Desenvolvimentos das células ini-
ciaram e continuaram migrando dos explantes durante 7 dias. Apds
isso, explantes de tecido foram transferidos para outros discos para
também permitir o desenvolvimento das células. Este processo foi con-
tinuado até que os explantes tinham diminuido em tamanho, impedin-
do outra explantacdo. Nesta conexao € observado que os explantes se
encolhem progressivamente em tamanho até que eles figquem muito
pequenos para também explantar do tecido uma vez que durante o
processo de desenvolvimento das células e migracdo dos explantes de
tecido, as células produzem proteases para digerir e fragmentar o teci-
do. figura 16 esquematicamente ilustra o processo de expansé&o rapido
e robusto das células-tronco epiteliais ou mesenquimais do corddo
umbilical usadas alcancaram usando este protocolo. Desse modo, este
estudo demonstra que o rendimento alto de células de UCMC e de

UMEC pode ser obtido desta fonte, refletindo também na viabilidade
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alta e caracteristicas da pré-crescimento destas células comparadas
com outras fontes de células como células-tronco derivadas da medula
Ossea ou adiposas. Além disso, sendo um tecido sélido, a técnica de
explante repetitiva aqui usada com sucesso demonstra que as células
da invencdo podem ser uniformemente extraidas do tecido inteiro em
vez de apenas certas por¢des. Isto permite 0 numero maximo de ceélu-
las que podem ser derivadas a uma baixa passagem em vez de pas-
sar as células através de muitas geracdes causando deterioracao das
células.

EXEMPLO 8: DIFERENCIACAO DIRETA DAS CELULAS MESEN-
QUIMAIS DO CORDAO UMBILICAL (UCMC) EM FIBROBLASTOS
DERMICOS DA PELE

[00096] Para diferenciacao em fibroblastos dérmicos da pele, célu-

las-tronco mesenquimais do cordao umbilical, células de UCMC foram
cultivadas de acordo com um protocolo padréo para o cultivo de fi-
broblastos. Técnicas de isolamento de célula foram como descritas
acima no Exemplo 6. UCMC é depois cultivada em DMEM ou meios de
crescimento de fibroblasto comercialmente disponiveis (FGM). Morfo-
logia de célula de UCMC desse modo diferenciada assemelha-se aos
fibroblastos dérmicos humanos. Células mesenquimais tém morfologia
similar sob microscépio de luz e podem ser facilmente transformadas
em fibroblastos usando meios convencionais € comercialmente dispo-

niveis (cf., Figura 3).
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REIVINDICAGOES

1. Método para isolar células-tronco mesenqui-
mais/progenitoras da membrana amnidtica do cordao umbilical, carac-
terizado pelo fato de que compreende:

(a) separar a membrana amnidtica dos outros componentes
do corddo umbilical in vitro;

(b) cultivar o tecido de membrana amnidtica obtido na etapa
(a) como explante de tecido ou cultivar células da membrana amniética
separadas do tecido da membrana amniética obtido na etapa (a) em
um meio de cultura sob condi¢des que permitem proliferacéo de célula
sem diferenciacdo das células-tronco mesenquimais/progenitoras; e

(c) isolar as células-tronco mesenquimais/progenitoras, em
que as ceélulas-tronco mesenquimais/progenitoras apresentam uma
forma de fuso, expressam o gene POUS5Sf1 que codifica o fator de
transcricdo Octamero-4 (Oct-4) e secretam Activina A e Follistatina.

2. Método para isolar células-tronco epiteliais/progenitoras
da membrana amniética do corddo umbilical, caracterizado pelo fato
de que compreende:

(a) separar a membrana amnidtica dos outros componentes
do corddo umbilical in vitro;

(b) cultivar o tecido da membrana amnidtica obtido na etapa
(a) como explante de tecido ou cultivar células da membrana amniética
separadas do tecido da membrana amnibtica obtido na etapa (a) sob
condi¢cdes que permitem a proliferacdo celular de células-tronco epite-
liasis/progenitoras sem diferenciacdo das células-tronco epiteli-
ais/progenitoras, em que as referidas condi¢cdes para a cultura de célu-
las da membrana amniética separadas do tecido da membrana amni6-
tica compreendem o fator de crescimento semelhante a insulina-1, o
fator de crescimento derivado de plaquetas-BB, o fator de crescimento

transformador-B1 e insulina; e
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(c) isolar as células-tronco epiteliais/progenitoras, em que
as células-tronco epiteliais/progenitoras apresentam uma forma polié-
drica, expressam o gene POUS5f1 que codifica o fator de transcricdo
Octamer-4 (Oct-4) e secretam Activina A e Follistatina.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracteri-
zado pelo fato de que compreende ainda:

(a") separar as células-tronco epiteliais ou mesenquimais
do tecido de membrana amnidtica antes do cultivo através de separa-
cao enzimatica.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda:

cultivar as células-tronco epiteliais/progenitoras em um
meio de cultura sob condigdes que permitem a diferenciacédo das refe-
ridas células em células epiteliais; e

isolar as células diferenciadas, em que as células epiteliais
sao celulas epiteliais da pele.

5. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda:

cultivar as células-tronco mesenquimais/progenitoras em
um meio de cultura sob condi¢cées que permitem a diferenciacao das
referidas células em células mesenquimais; e

isolar as células diferenciadas, em que as células mesen-
quimais séao fibroblastos da pele.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 5, caracterizado pelo fato de que compreende ainda:

conservar as células-tronco/progenitoras isoladas para uso
posterior.

7. Método de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo fato de que a conservacéo € realizada através do uso de crio-

conservacao.
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8. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende uma ceélula-tronco/progenitora isolada pelo método como
definido em qualquer uma das reivindicacées 1 a 3, 6 e 7 juntamente
com um veiculo terapeuticamente aceitavel adequado, exceto agua,
tampdes ou outros compostos destinados a nada além de diluir o
composto ativo da referida composicéo.

9. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicacéo
8, caracterizada pelo fato de que € adaptada para aplicacao sistémica
ou topica.

10. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindica-
¢cao 8 ou 9, caracterizada pelo fato de que a composicao farmacéutica
adaptada para aplicacdo tdpica € selecionada dentre o grupo que con-
siste em um unguento, um creme € uma lo¢éo.

11. Uso de uma célula-tronco/progenitora isolada pelo mé-
todo como definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 3, 6 e 7,
caracterizado pelo fato de que é para a preparagao de um medicamen-
to para tratar um individuo tendo um distarbio, em que o disturbio é
uma ferida.

12. Uso de uma célula-tronco/progenitora epitelial ou me-
senquimal isolada pelo método como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 3, 6 e 7, caracterizado pelo fato de que € para a
producdo de moléculas biolégicas, em que as moléculas biologicas
sao citocinas e fatores de crescimento produzidos naturalmente e es-
tao presentes na forma de um sobrenadante no qual as células-tronco
epiteliais ou mesenquimais/progenitoras secretam os fatores de cres-
cimento e peptideos.

13. Uso, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
pelo fato de que a célula-tronco mesenquimal secreta Interleucina-6
(IL-6); (MCP1); fator de crescimento de hepatocitos (HGF); Interleuci-
na-8 (IL8); sTNFR1; GRO; TIMP1; TIMP2; TRAILR3; uPAR; ICAM1;
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IGFBP3 e IGFBPS6.

14. Uso, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
pelo fato de que a célula-tronco epitelial secreta IGFBP-4; PARC; EGF;
IGFBP-2; IL-6; Angiogenina; GCP-2; IL1Ra; MCP-1; RANTES,; SCF,;
TNFB; HGF; IL-8; sTNFR; GRO; GRO-qa; Anfiregulina; IL-1R4/ST2;
TIMP1; TIMP2; uPAR e VEGF.

15. Método in vitro para cultivar células-tronco mesenqui-
mais/progenitoras da membrana amnibtica do corddo umbilical, em
que as células-tronco mesenquimais/progenitoras apresentam uma
forma de fuso, expressam o gene POUSf1 que codifica o fator de
transcricdo Octamero-4 (Oct-4) e secretam Activina A e Follistatina,
caracterizado pelo fato de que compreende:

(i) obter um explante de tecido da membrana amnidtica iso-
lada do corddo umbilical;

(ii) cultivar o explante de tecido em meios de cultivo e con-
dicées de cultivo adequados para permitir a proliferacdo celular sem
diferenciacdo das células-tronco mesenquimais/progenitoras por um
periodo adequado de tempo.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 15, caracteriza-
do pelo fato de que compreende ainda expor o explante de tecido a
meios de cultivo frescos e continuar o cultivo sob condi¢cbes adequa-

das por um periodo adequado de tempo.
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FIG 11: Perfil de Expressdo de Citocinas Segregadas e Fatores

de Crescimento através de Células Mesenqu

do Cordao Umbilical
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FIG 11: Perfil de Expressao de Citocinas Segregadas e Fatores
de Crescimento através de Células Mesenquimais da Medula Ossea
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Perfil de Expresséo de Citocinas Segregadas e Fatores

FIG 12
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FIG 12; Perfil de Expressao de Citocinas Segregadas e Fatores de
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UCMC-15 cuitivada em meio de PTT-1, d

FIG 13-2
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UCMC-16 cultivada em PTT-1 no d

FIG 13-3
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UCMC-16 cultivada em PTT-2 no d

FIG 13-4
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UCMC-16 cultivada em PTT-3 no dia 10

FIG 13-5
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Células estromais derivadas adiposas cultivadas em

FIG 13-6
PTT-3 no dia 10. Células ndo cresceram bem em meio livre de soro
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FIG 13-7

em PTT-3 (MeE) no dia 10. Células ndo cresceram bem em meio livre de soro.
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FIG 14: Expresséo de gene global em Células-Tronco Epiteliais e Mesenquimais do Cordao Umbilical

UCMC

UCEC
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