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(67) Resumo: METODO PARA INDUGAO DE DIFERENCIAGCAO
DE CELULAS TRONCO PLURIPOTENTES EM CARDIOMIOCITOS. A
presente inven¢ao fornece um método para a indugao de diferenciagao
em cardiomiacitos, de maneira eficiente e seletiva, a partir de células
tronco. Um método para indugédo de diferenciagédo em cardiomiacitos a
partir de células tronco pluripotentes, que compreende: (i) o cultivo das
células tronco pluripotentes em um meio de cultura ndo contendo
qualquer substancia que promova a ativagao da via de sinalizagao Wnt
candnica durante o periodo de tempo entre o inicio da indugdo de
diferenciagcdo e 24 horas antes do periodo de elevada expresséo de
gene Wnt canénico; e, entdo, (i) o cultivo das células tronco
pluripotentes em um meio de cultura contendo uma substancia, que
promova a ativag@o da via de sinalizagdo Wnt candnica durante um
periodo de tempo de 24 a 96 horas, partindo de 24 a O horas antes do
periodo de elevada expresséo de gene Wnt candnico.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "METODO
PARA INDUCAO DE DIFERENCIAGAO DE CELULAS TRONCO PLURI-
POTENTES EM CARDIOMIOCITOS".
CAMPO TECNICO

A presente invengao se refere a um método para preparagao de
cardiomidcitos de maneira seletiva e eficiente a partir de células ES e de ou-
tras células tronco pluripotentes.

ANTECEDENTES DA TECNICA _
(1) Preparacéo de cardiomiécitos usando células tronco pluripotentes

Em geral, cardiomiécitos sofrem divisdo de células ativas com
batimehto de maneira autbnoma antes do nascimento, mas, imediatamente
antes do nascimento elas perdem a capacidade de se dividirem, e, uma vez
que elas tém rhuito poucas células tronco ndo diferenciadas e células pre-
cursoras, cujas capacidades de crescimento e de diferenciagdo sdo extre-
mamente baixas, quando cardiomiécitos morrem devido a exposi¢ao a varias
formas de estresse, incluindo infarto do miocardio, miocardite e os similares,
a perda de cardiomidcitos ndo pode ser regenerada. Como um resultado, a
sobrevivéncia de cardiomidcitos tenta manter a fungdo do miocardio através

de hipertrofia compensatéria e os similares, mas, se o estresse continuar e

exceder um limiar permissivel, ele conduz a exaustéo ulterior e a morte de

cardiomiécitos e a uma consequente diminuigdo da fungdo do miocardio (isto
é, faléncia cardiaca). | |

A faléncia cardiaca e outros tipos de doengas cardiacas sdo a
segunda causa responsavel por morte no Japao, e prognoses sao muito po-
bres, com taxa de sobrevivéncia de 5 anos de somente cerca de 50% para
pacientes com doengas do coragdo. Portanto, espera-se que o desenvolvi-
mento de terapias altamente eficazes para faléncia cardiaca conduzirdo a
grandes avangos no arsenal médico, assim como na economia médica aper-

feicoada. Drogas terapéuticas convencionais para faléncia cardiaca incluem

_preparagbes de digitalis, que aumentam a forga contrativa do miocardio, e

preparagdes de xantina e outros estimulantes do coragdo, mas, sabe-se que

a administragdo de longo prazo destas drogas torna a condigao pior porque
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ha gasto excessivo de energia do miocardio. Mais recentemente, a corrente
principal da terapia tem de deslocado para B-bloqueadores e inibidores de
ACE, que reduzem o dnus excessivo sobre o coragdo, devido a estimulagao
do sistema nervoso simpatico e do sistema renina-angiotensina, mas, estes
métodos somente lidam com os sintomas imediatos € ndo podem restaurar o
tecido cardiaco lesionado. Ao contrario, transplante de coragdo é um trata-
mento fundamental para a faléncia cardiaca severa, mas, ele € um que é
dificil de aplicar de maneira comum por causa de problemas tais como a ca-
réncia de doadores de coracao, questdes éticés, o 6nus fisico e financeiro
sobre os pacientes e similares. '

Portanto, pareceria que métodos de transplantes para substituir
cardiomiécitos enfraquecidos ou perdidos seriam extremamente uUteis para o
tratamento de faléncia cardiaca. De fato, sabe-se a partir de experimentos
com animais que, quando cardiomiécitos imaturos obtidos a partir de fetos
sdo transplantados para tecido cardiaco adulto, as células transplantadas
funcionam de maneira eficaz (ver o Documento de Nao Patente 1). Entretan-
to, é dificil obter cardiomiocitos suficientes para esse método, e a aplicagao
a medicina clinica é também dificil de um ponto de vista ético.

Portanto, tem se concentrado atencao, em anos recentes, sobre
a inducao de diferenciagdo de células tronco em cardiomiécitos e 0 uso des-
tas células para transplante. Atualmente, ainda ndo foi possivel identificar
claramente uma populagdo de células precursoras ou de células tronco ca-
pazes de produzir cardiomiécitos em tecidb cardiaco adulto; assim, células.
tronco pluripotentes, que sdo menos diferenciadas e podem se diferenciar
em uma variedade de células, sdo consideradas como sendo uteis para o
método acima.

Células tronco pluripotentes sao definidas como células que sao
capazes de proliferacao celular indefinida ou de longo prazo, enquanto per-
manecem em um estado nao diferenciado em uma cultura in vitro, que retém
cariétipos normais e que tém a capacidade de se diferenciarem em todas as
trés camadas germinativas (ectoderma, mesoderma e endoderma) sob con-

dicbes apropriadas. As trés células tronco pluripotentes bem conhecidas sao
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células tronco embrionarias (células ES), derivadas de embrides em estagios

prematuros, células germinativas embrionarias (células EG) derivadas de

células germinativas primordiais no estagio embrionario e células tronco de
linhagem germinativa (células GS) derivadas de testiculos imediatamente
depois do nascimento.

Em particular, ha muito se sabe que células ES podem ser indu-

- zidas a se diferenciarem em cardiomic’_)citos in vitro. Células ES de camun-

dongos foram usadas na maioria dos estudos preliminares. Quando células

ES sao cultivadas em cultura em suspensdo como células unicas (células

" individuais dispersas sem adesao entre células devido a tratamento com en-

zima ou similar) sem a presenga de um fator de inibigao de diferenciagéo, tal
como fator inibidor de leucemia (LIF) ou similar, as células ES aderem-se
umas as outras e se agregam, formando uma estrutura chamada de corpos
_e'mbriéides (EBs), que sdo similares as estruturas embrionarias iniciais. Sa-
be-se também que cardiomidcitos com capacidade de batimento esponténea
aparecem quando esses EBs sdo cultivados em suspensao ou em adesao
sobre a superficie de dispositivos de cultura.

Cardiomidcitos derivados de células ES, preparados conforme

descrito acima exibem propriedades muito similares aquelas de cardiomioci-

‘tos imaturos em coragbes fetais (Ver os Documentos de Nao Patente 2 e 3).

Além disso, confirmou-se a partir de experimentos com animais que, quando
cardiomiécitos derivados de células ES sdo realmente transplantadas em
tecidos cardiacos adultos, elas sao altamente eficazes, com resultados simi-
lares aqueles obtidos por transplante de miocardio fetal (ver o Documento de
Patente 1; o Documento de Nao Patente 4).

Em 1995, Thomson et al. estabeleceram em primeiro lugar célu-
las ES a partir de primatas (ver o Documento de Patente 2; o Documento de
Nao Patente 5), e, portanto, a terapia de regeneragao usando cardiomiécitos
derivados de células tronco pluripotentes se tornou uma realidade. Subse-
quentemente, eles também foram bem sucedidos no isolamento e no esta-
belecimento de linhagens de células ES humanas a partir de embrides hu-

manos prematuros (ver o Documento de N&o Patente 6). Além disso, Gea-
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rhart et al. estabeleceram linhagens de células EG humanas a partir de célu-
las germinativas primordiais humanas (ver o Documento de Nao Patente 7; o
Documento de Patente 3).

Kehat et al. (ver o Documento de N&o Patente 8) e Xu et al. (ver
o Documento de Patente 4; o Documento de Nao Patente 9) relataram que
células ES humanas podem se diferenciar em cardiomidcitos in vitro, como
células ES de camundongo o fazem. De acordo com esses relatos, cardio-
miécitos derivados de células ES humanas ndo somente tém a capaéidade
de bater espontaneamente, mas, também, de expressar e de produzir prote-
inas especificas do miocardio, tais como cadeias pesada e leve de miosina,
a-actinina, troponina | e peptideo natriurético atrial (ANP) e fatores de trans-
crigdo especificos do miocéardio, tais como GATA-4, Nkx2.5, MEF-2c e os
similares, e, a partir de observagdo microanatémica e andlise eletrofisiologi-
ca, parece que eles retém as propriedades de cardiomiécitos imaturos no
estagio fetal, e poderiam ser usados para terapia regenerativa.

Entretanto, um problema sério permanece a ser elucidado para
se usar cardiomiécitos derivados de célulés tronco pIuripotentes para terapia
de transplante de células e outras finalidades. Quando EBs séo formados a
partir de células ES ou de células EG por métodos convencionais,‘ Nao so-
mente cardiomiécitos, mas, também, outros tipos de células diferenciadas,
tais como células do sangue, células vasculares, células neurais, células
intestinais, células 6sseas e de cartilagem e os similares, sdo desenvolvidos. |
Além disso, a proporcdo de cardiomidcitos nessa populacédo de células dife-
renciadas ndo é tao elevada, somente cerca de 5% a 20% do total.

Métodos de isolar somente cardiomiécitos a partir de uma mistu-
ra de varios tipos de células incluem um método de adigdo de uma modifica-
cao artificial aos genes de células ES, conferir resisténcia a droga ou ex-
pressdo ectopica, e coletar de células tendo as propriedades de cardiomioci-
tos ou de suas células precursoras. Por exemplo, por introdugdo de um cas-
sete de genes capaz de expressar um gene de resisténcia a neomicina
(G418) sob o controle do promotor de cadeia pesada de o-miosina em célu-

las ES de camundongo, Field e seus co-pesquisadores estabeleceram um
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sistema, no qual células ES somente poderiam sobreviver em meio ao qual
G418 tenha sido adicionado quando elas se diferenciaram em cardiomidcitos
e expressaram o gene de cadeia pesada de a-miosina (ver o Documento de
Patente 1; o Documento de Nao Patente 4). 99% ou mais de células resis-
tentes a G418 selecionadas por este método foram confirmados como sendo

cardiomidcitos. No entanto, embora a pureza dos cardiomiocitos € extrema-

“mente elevada nesse método, o numero final de cardiomidcitos obtidos é

somente um pequeno percentual da contagem de células total, tornando difi-
cil de se obter quantidades suficientes de cardiomidcitos para o transplante.

Xu et al. relataram que, quando células ES humanas sao trata-
das com 5-azacitidina, a percentagem de células troponina | positivas (cardi-
omidcitos candidatos) em EBs se eleva desde 15% para 44% (ver o Docu-
mento de Nao Patente 9), mas, mesmo neste meétodo a percentagem de
cardiomiocitos em EBs ndo excede 50%. Além disso, 5-azacitidina é um a-
gente de desmetilagédo que altera a expreSséo de genes por remogao de
grupos metila ligados a ADN, e porque ele atua diretamente nos cromosso-
mas, ela nao é uma droga adequada para a preparagao de células para
transplante de células.

Outros métodos para producdo de cardiomiécitos de maneira
mais eficiente a partir de células ES incluem, no caso de células ES de ca-
mundongo, adigdo de acido retindico (ver o Documento de Nao Patente 10),
acido ascorbico (ver o Documento de Nao Patente 11), TGFB, BMP-2 (ver o
Documento de N&o Patente 12), PDGF (ver o Documento de Nao Patente
13) e Dinorfina B (ver o Documento de Nao Patente 14) e tratamento para
aumentar a espécie de oxigénio reativo (ROS) (ver o Documento de Nao
Patente 15) e Ca®* (ver o Documento de Nao Patente 16) nas células, todos
os quais sdo conhecidos a atuarem de maneira positiva para induzir a dife-
renciacdo em cardiomidcitos. Entretanto, diferenciagdo especifica para car-
diomidcito ou seletiva ndo foi conseguida com qualquer desses métodos.
Recentemente, o grupo de pesquisa incluindo os inventores demonstraram
que, quando células ES sdo tratadas com um antagonista de BMP, a dife-

renciagdo em cardiomiocitos pode ser induzida de maneira mais eficiente e
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seletiva do que em métodos convencionais (Documento de Patente 5; Do-

cumento de Nao Patente 17).
(2) Papéis funcionais de proteinas Wnt durante a diferenciacéo e o desen-

volvimento de cardiomiécitos

Proteinas Wnt, que sdo proteinas secretérias, sdéo membros de
um grupo de familias de proteinas, cuja presenca é amplamente encontrada
nao somente em animais vertebrédos, mas, também, em animais inverte-
brados, tais como nerhatédios e insetos, e sabe-se que sua familia de genes
tém muitas espécies moleculares (Documentos de Nao Patente 18 e 19).
Por exemplo; 19 genes Wnt (Wnt-1, 2; 2b/1 3, 3, 3a, 4, 5a, 5b, 6, 7a, 7b, 8a,

- 8b, 9a, 9b, 10a, 10b, 11, 16) foram identificados em seres humanos e ca-

mundongos até agora. Proteinas Wnt codificadas por esses genes Wnt tém
diferente especificidade em relagéo a tecidos, mas, sdo estruturalmente simi-
lares uns aos outros.

Quando proteinas Wnt contribuem como ligantes para os siste-
mas de sinalizacdo intracelular, elas se ligam a familia Frizzled (doravante
abreviada como Fzd) de sete-transmembranas de receptores presentes na
membrana celular. Existem varias vias que atuem a jusante de receptores
Fzd, e a mais importante via é a inibicao de fosforilagao de B-cateniha medi-
ada por glicogénio sintase quinase (GSK)-3B. Na auséncia de sinais Wnt, 3-
catenina é capturada em conjunto com GSK-3p por Axina sobre proteina de
Adenomatous polyposis coli (APC) e é rapidamente fosforilada por GSK-3p.
A B-catenina fosforilada sofre ubiquitinagéo e degradagao mediada por pro-
teassoma.

Por outro lado, quando proteinas Wnt se ligam a receptores Fzd,
um fator intracelular Dishevelled é ativado para capturar para capturar GSK-
3B, por meio do que B-catenina ndo é fosforilada e permanece em forma livre
dentro do citoplasma e, ulteriormente, migra para o nucleo. Depois de migra-
¢ao para o nucleo, B-catenina se liga a fator celular de fator-1/T de intensifi-
cador linféide (doravante abreviado como LEF-1/T CF), presente no nucleo,
para formar um complexo de ativador de transcri¢gdo, por meio do que se

induz a transcricdo de um gene alvo. Uma tal via de sinalizacédo envolvendo
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a acumulacdo e migragdo nuclear de B-catenina é chamada de via Wnt
“classica” ou a via de sinalizacao de Wnt candnica, e refere-se a uma familia
de espécies moleculares (por exemplo, Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-8a) capaz de
ativar essa via, Wnt candnica. Sabe-se também que a ativagdo da via de
sinalizacdo de Wnt candnica € induzida por tratamento com varios inibidores
de GSK-3B. A

Sabe-se que ligantes de Wnt ativam nao somente a via de B-
catenina, mas, também outras vias de 'sinalizagéo através de receptores

Fzd. Tais vias de sinalizagdo incluem a de polaridade de célula planar

- (PCP), que ativa JNK (quinase N-terminal de Jun), um tipo de MAP quinase,

e a via de Ca?*, que eleva a concentragdo de Ca®* intracelular e ativa protei-
na quinase C através da ativagao de proteina G trimérica e a subsequente
ativacao de fosfolipase C (Documento de Nao Patente 19 e 20). Essas vias

sdo chamadas de vias Wnt “ndo classicas” ou vias de sinalizagao Wnt nao

‘candnicas, ao contrario da via de sinalizagdo Wnt candnica. Wnt-4 e Wnt-11

foram relatadas como sendo moléculas da familia Wnt capazes de ativar tais
vias, e estes Iigan_tes Wnt atuam para inibir a via de sinalizagao Wnt canéni-
ca. | | 4

Deve-se observar que algumas espécies moleculares de protei-
na Wnt tém a capacidade de ativar as vias tanto canénicas quanto nao ca-
nonicas, dependendo do tipo de células aivo e de seu estagio de diferencia-
cao, assim como diferengas em receptores Fzd expressos nas células alvo.
Por exemplo, sabe-se que Wnt-5a atua como Wnt ndo candnico em siste-
mas de ensaio usados comumente, tais como formagao de eixo secundario
em embrides de Xenopus laevis e carcinogénese de células epiteliais da
glandulas mamarias, enquanto que Wnt-5a também foi relatada a induzir a
estabilizacao de B-catenina e sua atividade de transcricdo em células ES,
isto &, ativar a via de sinalizagcao Wnt candnica em células ES (Documento
de Nio Patente 21). '

‘Sabe-se que proteinas Wnt estdo envolvidas em uma variedade
ampla de fungdes biolégicas durante o desenvolvimento, crescimento e dife-

renciacdo de varias células, tecidos e canceres. Cardiomiécitos se desenvol-
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vem a partir de uma parte do mesoderma de placa lateral no estagio inicial
de desenvolvimento, e, entdo, se dividem repetidamente e crescem para
formar um coracdo. A presenca ou a auséncia de sinais Wnt desempenha
um papel importante neste processo, conforme demonstrado em varios ca-
sos. Por meio de exemplo, no estagio inicial de desenvolvimento aviario ou
de Xenopus laevis, expressao ectépica e/ou forcada do gene Wnt-3a ou
Wnt-8a, que ativa a via de sinalizagdo Wnt candnica, inibe de maneira signi-
ficativa a formacgao do coracdo (Documentos de Nao Patente 22 e 23).

Por outro lado, os assim chamados antagonistas de Wnt (por
exemplo, Frzb, Dkk-1), que se ligam a Wnt-3a ou Wnt-8a para inibir sua si-
nalizagao, promovem a formagdo do coragéo, sugerindo, portanto, que sinais
Whnt candnicos atuam para inibir o desenvolvimento do miocardio.

Ao contrario, sabe-se que a ativagao de vias de sinalizagdo Wnt
ndo canénicas, que antagonizam sinais Wnt candnicos, induzem de maneira
positiva o desenvolvimento e a diferenciagdo em cardiomiocitos. Pandur et
al. (Documento de NZo Patente 24) demonstraram que Wnt-11, que ativa
vias ndo candnicas, sem ativar a via candnica, € um fator essencial para o
desenvolvimento do coragdo em Xenopus laevis. Depois disso, o efeito de
promogdo de Wnt-11 também foi confirmado em sistemas de indvuga”\o de
diferencia¢do do miocardio para células ES de camundongo (Documento de
Nao Patente 25) e células precursoras endoteliais vasculares (Documento
de Nao Patente 26). Em relagéo a ativagdo de vias de sinalizagdo Wnt nao
candnicas, sabe-se também que cardiomiécitos podem ser induzidos a se
diferenciarem a partir de células do tecido da lingua (Documento de Patente
6).

Por outro lado, de maneira diferente dos casos acima, sabe-se
que a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt canénica atua para promover a
diferenciagdo do miocardio a partir de células de carcinoma embrionarias
(células EC). Células P19CL6, uma sublinhagem de células P19, que sd0
um tipo de células EC, tém a propriedade de diferenciagdo em cardiomioci-
tos sob estimulagdo com sulféxido de dimetila (DMSO). Quando Wnt-3a ou

Whnt-8 foi adicionado ao meio, células P19CL6 foram promovidas a se dife-
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renciarem em cardiomidcitos, conforme B-catenina fosse estabilizada (Do-
cumento de Ndo Patente 27). Nesse sistema, sabe-se também o periodo de
tempo suficiente para adigdo de proteina Wnt é de 4 dias imediatamente da
inducéo de diferenciagdo (Documento de Nao Patente 28).

Linhagens de células P19 tém caracteristicas parcialmente simi-

lares aquelas de células ES, pelo fato de que elas podem ser induzidas a se

~ diferenciarem em cardiomidcitos e neurdnios. Entretanto, linhagens de célu-

las P19 ndo tém a capacidade de se diferenciarem em uma variedade de

células ou a capacidade de formar quimeras, de maneira diferente as células

" ES. Além disso, linhagens de células P19 diferem grandemente de células

ES em termos de marcadores de superficie celular, de genes expressos €
assim por diante. A saber, linhagens de células P19 podem ser usadas como
um sistema modelo para células ES em certos experimento, mas, nem sem-
pre tém as mesmas caracteristicas que as células ES. Portanto, nao foi pos-
sivel predizer, com base em fundamentos cientificos, se as constatacdes
obtidas neste sistema experimental poderiam ser extrapoladas de maneira
direta para sistemas de inducgdo de diferenciacdo do miocardio para células
ES e outras células tronco pluripotentes.

Recentemente, em sistemas experimentais usando células ES
de camundongo, proteina Wnt-3a, um membro de Wnt candnica, foi relatado
a promover a diferenciagdo do miocardio a partir de células ES, quando adi-
cionada durante 3 dias depois de iniciagédo de indugéo de diferenciagdo (Nai-
to A et al., 28th Annual Meeting of the Molecular Biology Society of Japan, 07
de dezembro de 2005 a 10 de dezembro de 2005, Hakata, Japao, Documen-
to de Nao Patente 30). Entretanto, estudos similares realizado pelos invento-
res indicaram que nao existe efeito de promogéao significativo sobre a dife-
renciacdo (Exemplo 2), e outros grupos de pesquisa também relataram que
o tratamento de células ES de camundongo com Wnt-3a nao produz efeito
particularmente significativo sobre a indugédo de diferenciagdo do miocardio
(Documento de Nao Patente 25) ou produz um efeito inibidor sobre a dife-
renciagdo do miocardio (Ddcumento de Nao Patente 29). A saber, ndo esté

claro como a via Wnt candnica ativada atua sobre a diferenciacdo do mio-
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cardio a partir de células ES ou outras células tronco pluripotentes. Sob es-
sas circunstancias, nenhum método de cultura 6timo foi estabelecido para
induzir a diferenciagdo do miocardio. _
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REVELACAO DA INVENCAO
PROBLEMAS A SEREM SOLUCIONADOS PELA INVENCAO

E um objeto da presente invengdo fornecer um método para a.

indugdo de diferenciagdo de células tronco pluripotentes nao diferenciadas
em cardiomiééitos, de maneira eficiente e seletiva, por ativagdo da via de
sinalizacdo Wnt candnica, em conjunto com cardiomidcitos obtidos por este
método, e um método para usar estas células em transplante e inje’géo de
células e outras terapias que tem por objetivo doenga cardiaca.

MEIOS PARA SOLUCIONAR OS PROBLEMAS

Conforme a fonte de células tronco para preparar cardiomidcitos,

os inventores usaram células tronco pluripotentes, especialmente céiulas
ES, que eram muitissimo comumente usadas, e, como um resultado de ex-
tensa pesquisa, nas condigdes para indugéo de diferenciagdo em cardiomié-
citos ou suas células precursoras, eles conceberam a presente invengao
quando eles constataram que, quando uma substéncia, que promova a ati-
vagao da via de sinalizagdo Wnt canédnica (a que se refere, doravante, como
“ativador de sinalizagcdo Wnt"), era adicionado ao meio durante um ceno és-
tagio de cultura restrito, populagdes de células tendo capacidade de bati-
mento, que foram identificadas como cardiomidcitos, foram desenvolvidas de

maneira muito mais seletiva e eficiente, do que nos métodos comumente
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usados.

Células tronco pluripotentes, que podem ser usadas na presente
invencao, incluem células ES, células EG e células GS, derivadas de mami-
feros, tais como camundongos, macacos e humanos, assim como todas as
células tronco pluripotentes que sejam caracteristicamente similares as célu-
las ES. Nesse caso, a similaridade caracteristica as células ES é definida em
termos de propriedades bioldgicas de células unicas em relagao de células
ES, tais como a presenga de marcadores de superficie especificos das célu-

las ES (antigeno), a expressao de genes especificos das células ES ou a

 capacidade para produzir teratomas ou camundongos quiméricos.

Na presente invengao, exemplos especificos de uma substancia,
gue promova a ativagao da via de sinalizagdo Wnt candnica, incluem varias
proteinas Wnt canénicas, inibidores de GSK-3p, e outros compostos de bai-

xo peso molecular capazes de ativar a via de sinalizagdo Wnt candnica. E

‘também possivel usar genes capazes de ativar a via de sinalizagdo Wnt ca-

ndnica, por exemplo, varios genes Wnt candnicos, assim como gene de [3-
catenina ou séusv mutantes ativos, que Sejam modificados para eliminar a
extremidade N-terminal ou para substituir sitios de fosforilagdo de GSK-3p
com aminoacidos nao fosforilados.

Na presente invengao, proteinas Wnt canbnicas sdo membros
do grupo de proteinas da familia Wnt e sdo definidas como substénéias que
se ligam aos receptores da familia Fzd e inibem a fosforilagdo B-catenina
mediada por GSK-38, para, por meio disto, promover a estabilizagao de B-
catenina e sua capacidade de ativagao de transcrigdo. Proteinas Wnt cand-
nicas preferidas na presente invengao, incluem, por exemplo, Wnt-1, Wnt-3a,
Whnt-5a e Wnt-8a, assim como aquelas que compartilhham uma homologia de
sequiéncia de aminodacidos de pelo menos 80%, mais preferivelmente, de
pelo menos 90%, com estas proteinas e tendo a capacidade de ativar B-
catenina.

Uma caracteristica da presente invencao € que células ES ou
outras células tronco pluripotentes sao estimuladas de maneira transiente

com um ativador de sinalizagdo Wnt, e, embora o método de estimulo néao
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seja particularmente limitado, prefere-se um método de cultivo das células
em meio contendo uma proteina Wnt candnica, por exemplo, uma sua prote-
ina recombinante (a que se refere, doravante, como “proteina Wnt recombi- -
nante”) obtida deixando-se um gene Wnt canénico purificado a ser expresso.
Uma proteina Wnt canénica a ser usada e um gene que codifica a mesma
sdo derivados, de preferéncia, a partir de animais da mesma espécie que
aquela usada para derivar as céelulas tronco pluripotentes, porém, aquelas
derivadas a partir de animais de outra espécie também podem ser usadas.
No caso de usar uma proteina Wnt recombinante, o meio de cultura é remo-
vido de maneira estéril e substituido  por meio fresco contendo a proteina
Wnt recombinante em uma concentragao de 0,1 ng/mL a 500 ng/mL, de pre-
feréncia, 1 ng/mL a 200 ng/mL, mais preferivelmente, 10 ng/mL a 100 ng/mL,
e o cultivo € continuado.

Inibidores de GSK-3B de acordo com a presente invengédo sao
definidos como substédncias que inibem a atividade de quinase de proteina
de GSK-3B (por exemplo, a capacidade de fosforilar B-catenina); e mais do
que varias dezenas de inibidores ja sédo conhebidos. Exemplos especificos
incluem um derivado de indirubina BIO (também chamado de inibidor 1X de
GSK-3B; 6-bromoindirubina 3'-oxima), um derivado de maleimida SB216763
(3-(2,4-diclorofenil)-4-(1-metil-1H-indol-3-il)- 1H-pirrol-2,5-diona), um inibidor
VI de GSK-38 de composto de fenil-a-bromometil-cetona (4-
dibromoacetofenona), e um peptideo fosforilado permeavel a ce’IUla L803-
mts (também chamado de inibidor dé peptideo de GSK-3B; Myr-N-
GKEAPPAPPQSpP-NH,). Esses compostos estdo comercialmente disponi-
veis a partir de Calbiochem ou Biomol e sao faceis de usar, mas, isto ndo e
uma limitagao.

No caso em que esses inibidores de GSK-3p forem usados, sua
concentragao 6tima variara grandemente dependendo de diferengas em su-
as propriedades de compostos. Por essa razdo, é necessario determinar a
concentragdo 6tima de cada composto a ser usado. Por exemplo, no caso
de BIO ou SB216763, meio contendo o inibidor de GSK-33 em uma concen-
tracado, de preferéncia, de 10 nmoles/L a 1 umol/L, mais preferivelmente, 50
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nmoles/L a 200 nmoles/L, é usada para a reposicao de meio, e o cultivo é
continuado. A concentracdo de inibidor VIl de GSK-3p a ser adicionado €, de
preferéncia de 2 umoles/L a 100 umoles/L, e, mais preferfvelmente, 5 umo-
les/L a 20 umoles/L. A concentragéo de L803-mts a ser adicionado &, de pre-
feréncia de 5 umoles/L a 500 umoles/L, mais preferiveimente, de 20 pmo--
les/L a 200 umoles/L, e, ainda mais preferivelmente, de 25 umoles/L a 200
umoles/L.

Em adigéo aos inibidores de GSK-38, drogas para uso na im-
plementacao da presente invengao podem ser compostos de baixo peso mo-
lecular, que promovam a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt candnica (a que
se refére, doravante, como “agonistas de Wnt"). Exemplos preferidos inclu-
em um derivado de aminopirimidina (2-amino-4-[3,4-(metilenodiéxi)benzil-
amino]-6-(3-metoéxi-fenil)-pirimidina; Calbiochem) (Liu et al., Angew. Chem.

_Iht. Ed. Engl. 44:1987, 2005). No caso de usar um agonista de Wnt, meio

contendo o agonista de Wnt em uma concentracdo de 1 nmol/L a 1.000
nmoles/L, de preferéncia, 10 nmoles/L a 500 nmoles/L, mais preferivelmente,
de 50 nmoles/L a 200 nmoles/L, é usado para reposigdo de meio, e o cultivo
€ continuado. ‘ _

O cronograma de tratamento com ativador de sinalizagdo Wnt

pode ser determinado com base nos padrdes de expressdo de varios genes

Wnt candnicos durante diferenciacao em células tronco pluripotentes para
uso na implementagdo da presente invengao. mais especificamente, células
tronco pluripotentes s&o induzidas para diferenciar de uma maneira rotineira,
e mARNSs sdo extraidos a partir de amostras coletadas periodicamente para
analisar os niveis de expressdo de varios genes Wnt candnicos por técnicas
padrao, tais como RT-PCR. Um instante de tempo, no qual os niveis de ex-
pressdo dos genes Wnt canbnicos estiverem significativamente elevados,
depois da inducdo de diferenciagdao, quando comparado as células tronco
pluripotentes nao diferenciadas, é definido como o “periodo de expresséao de
gene Wnt elevada”. Embora um unico gene Wnt candnico possa ser usado
para andlise, de preferéncia, dois ou mais, mais preferiveimente, trés ou

mais genes sao desejados.
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Na implementacao da presente invengdo, células tronco pluripo-
tentes sdo cultivadas em meio ndo contendo qualquer ativador de sinaliza-
¢do Wnt durante o periodo de tempo entre imediatamente depois do inicio
da cultura para induzi a diferenciagdo do miocardio e 24 horas antes do pe-
riodo de elevada expressdao de gene Wnt, determinado conforme descrito
acima. As células tronco pluripotentes séo ulteriormente cultivadas em meio
contendo um ativador de sinalizagdo Wnt, de preferéncia, durante 24 a 96
horas, mais preferivelmente, durante 48 a 72 horas, partindo de um instante
de tempo de 24 a 0 horas antes, de preferéncia, 24 horas antes do periodo
de elevada expresséo de gehe Whnt, determinado conforme descrito acima.
Deve-se observar que o periodo de tempo durante o qual as células sao tra-
tadas com um ativador de sinalizacdo Wnt pode variar para se obter um pe-
riodo 6timo (horas), dependendo de diferencas de condig¢des, tais como a
espécie de animal a partir da qual as células a serem usadas sao derivadas,
o tipo de linhagem de células a serem usadas e/ou o tipo de ativador de si-.
nalizagao Wnt a ser usado.

Cardiomi6citos derivados de células ES ou de outras células
tronco pluripotentes, pelo método anteriormente mencionado, podem ser
coletados ulteriormente, isolados e purificados por métodos conhec'idos, pa-
ra se obter, de maneira eficiente, grandes quantidades de cariomiocitos al-
tamente puros. Aos cardiomidcitos assim obtidos, depois disso, se refere
como cardiomidcitos preparados de acordo com a presente invengéo.

Cardiomidcitos preparados de acordo com a presente invengao
sdo células que exibem as caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e/ou i-
munocitolégicas de cardiomidcitos. Em termos de caracteristicas fisiologicas
e/ou imunocitoldgicas, células preparadas de acordo com a presente inven-
cdo podem expressar um ou mais marcadores especificos em relagdo aos
cardiomidcitos, que sdo reconhecidos como cardiomiécitos, mas, isto néo €
uma limitagao.

~ Além disso, cardiomidcitos preparados de acordo com a presen-
te invengao podem ser usados em métodos de selegdo destinados a identifi-

car drogas quimioterapicas potenciais ou novos fatores, que promovam o
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desenvolvimento, diferenciacdo, regeneragcédo, sobrevivéncia e os similares
de cardiomidcitos.

Além disso, cardiomiécitos preparados de acordo com a presen-
te invencdo podem ser usados em métodos para tratamento de coragdes
sofrendo de disturbios cardiacos.

A saber, a presente invencao se refere, mas, nao esta limitada,

_ ao seguinte:

(1) Um método para indugao de diferenciagao em cardiomidcitos a
partir de células tronco pluripotentes, que compreende:

i) o cultivo das células tronco pluripotentes em um meio de cultu-
ra néo'contendo qualquer substancia que promova a ativagao da via de sina-
lizagdo Wnt candnica durante o periodo de tempo entre o inicio da indugéo
de diferenciagéo e 24 horas antes do periodo de elevada expressao de gene
Wnt candnico; e, entdo

ii) o cultivo das células tronco pluripotentes em um meio de cul-
tura contendo uma substancia, que promova a ativagao da via de sinalizagcao
Wnt canénica durante um periodo de tempo de 24 a 96 horas, partindo de 24
a 0 horas antes do periodo de elevada expressao de gene Wnt candnico.

(2) O método, de acordo com (1) acima, no qual as células tronco
pluripotentes sao cultivadas em um meio de cultura contendo uma substén-
cia que promova a ativagao da via de sinaliZagéo Wnt candnica, parﬁndo de
24 horas antes do periodo de elevada expressao de gene Wnt candnico.

(3) O método, de acordo com (1) ou (2) acima, no qual as células
tronco pluripotentes sdo cultivadas em um meio de cultura contendo uma
substancia que promove a ativagao da via de sinalizagdo Wnt candnica du-
rante um periodo de tempo de 48 a 72 horas.

(4) O método, de acordo com qualquer um de (1) a (3) acirha, no
qual a substancia que promove a ativagcao da via de sinalizagao Wnt canéni-
ca é uma substancia selecionada a partir do grupo consistindo em uma pro-
teina candnica, um inibidor de GSK3B e um agonista de Wnt.

(5) O meétodo, de acordo com (4) acima, no qual a substancia que
promove a ativagédo da via de sinalizagdo Wnt canénica é uma proteina Wnt
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candnica.

(6) O método, de acordo com (5) acima, no qual a proteina candnica
é pelo menos uma proteina Wnt selecionada a partir do grupo consistindo
em Wnt-1, Wnt-3a e Wnt-5a. _

7) O método, de acordo com (5) ou (6) acima, no qual a concentra-
¢dao da proteina Wnt candnica no meio de cultura € de 0,1 ng/mL a 500
ng/mL. | ’

(8) O método, de acordo com (4) acima, no qual a Substéncia que
promove a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt candnica € um inibidor de
GSK3p. '

(9) O método, de acordo com (8) acima, no qual o inibidor de
GSK3p é pelo menos um inibidor selecionado a partir do grupo consistindo
em inibidor VIl de GSK3p, L803-mts, SB216763 e inibidor IX de GSK3p (BI-
0).

(10) O método, de acordo com (8) ou (9) acima, no qual a concentra-
¢ao do inibidor de GSK3pB no meio de cultura é de 2 umoles/L a 100 pmo-
les/L para inibidor VIl de GSK3p, 5 umoles/L a 500 pmoles/L para L803-mts,
10 nmoles/L a 1 umol/L para SB216763 ou 10 nmoles/L a 1 umol/L para ini-
bidor X de GSK3p (BIO). o

(11) O método, de acordo com (4) acima, no qual a substancia que
promove a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt candnica é um agonista de
whnt. |
(12) O método, de acordo com (11) acima, no qual o agonista de Wnt

é um derivado de aminopirimidina.

(13) O método, de acordo com (11) ou (12) acima, no qual a concen-
tracdo do agonista de Wnt no meio de cultura é de 1 nmol/L a 1.000 nmo-
les/L.

(14) O método, de acordo com qualquer um de (1) a (13) acima, no
qual as células tronco pluripotentes séo células tronco embrionarias, células
germinativas embrionarias ou células tronco de linhagem germinativa.

(15) O método, de acordo com (14) acima, no qual as células tronco

pluripotentes sao células tronco embrionarias.
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(16) O método, de acordo com (14) ou (15) acima, no qual as células
tronco pluripotentes sdo de origem humana.
VANTAGENS DA INVENCAO

Células precursoras do miocardio e cardiomiécitos podem ser

produzidas de maneira muito eficiente e seletiva a partir de células ES e de

outras células tronco pluripotentes usando o método da presente invencgao.

~ Células (precursoras) de cardiomidcitos preparadas pelo método da presen-

te invengdao podem ser usadas para se procurar e desenvolver drogas efica-
zes para o tratamento de doenca do coragdo, e poderiam ser potencialmente

~ aplicadas a terapia de transplante do miocéardio para doenga severa do cora-

cao. v
BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS
[Figura 1A] A Figura 1A mostra mudangas em expressao do ge-

ne Wnt durante a inducdo de diferenciagdo em células ES. Os simbolos na
figura sdo definidos como se segue. Circulos abertos: grupo nao tratado,
quadrados sélidos: grupo tratado com Cordina, tridngulos sélidos: grupo tra-
tado com DAN. O eixo vertical representa a razéo relativa de niveis de ex-
pressao entre o gene Wnt e o gene GAPDH usado como um padréo interno.

Igualmente, um asterisco (*) denota um instante de tempo no qual o nivel de

“expressao do gene Wnt foi elevado de maneira significativa quando compa-

rado as células ES nao diferenciadas.

[Figura 1B] A Figura 1B mostra mudangas em expressao de ge-
ne Wnt durante a indugéo de diferenciagao em células ES. Os simbolos na
figura sdo definidos como se segue. Circulos abertos: grupo nao tratado,
quadrados sélidos: grupo tratado com Cordina, tridngulos sélidos: grupo tra-
tado com DAN. O eixo vertical representa a razao relativa de niveis de ex-
pressao entre o gene Wnt e o gene GAPDH usado como um padr&o inferno.
Igualmente, um asterisco (*) denota um instante de tempo no qual o nivel de
expressdo do gene Wnt foi elevado de maneira significativa quando compa-
rado as células ES nao diferenciadas.

[Figura 1C] A Figura 1C mostra mudangas em expressao de ge-

ne Wnt durante a indugédo de diferenciagdo em células ES. Os simbolos na
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figura sdo definidos como se segue. Circulos abertos: grupo néo tratado,
quadrados solidos: grupo tratado com Cordina, tridngulos sélidos: grupo tra-
tado com DAN. O eixo vertical representa a razao relativa de niveis de ex-
pressdo entre o gene Wnt e o gene GAPDH usado como um padrao interno.
Igualmente, um asterisco (*) denota um instante de tempo no qual o nivel de
expressdo do gene Wnt foi elevado de maneira significativa quando compa-
rado as células ES nao diferenciadas.

[Figura 2A] A Figura 2A mostra o efeito sobre a aparéncia de
EBs que batem causado por diferengcas no cronograma de adigao de uma
proteina Wnt recombinante a um meio-de cultura.

[Figura 2B] A Figura 2B mostra o efeito sobre a aparéncia de
EBs que batem causado por diferengas no cronograma de adigao de uma
proteina Wnt recombinante a um meio de cultura.

’ [Figura 3A] A Figura 3A mostra a expressdo de gene de marca-
dor especifico do cardiomiécito em EBs que batem, que apareceram depois
da inducao de diferenciagdo em células ES. O eixo vertical representa a ra-
zao relativa ao nivel de expressao de gene no grupo nao tratado (Nenhum),
qué € ajustado para 1.

[Figura 3B] A Figura 3B mostra a expressao de gene de marca-
dor especifico do cardiomiécito em EBs que batem, que apareceram depois
da indugao de diferenciacdo em células ES. O eixo vertical representa a ra-
zao relativa ao nivel de expressao de gene no grupo nao tratado (Nenhum),
que é ajustado para 1. |

[Figura 3C] A Figura 3C mostra a expressao de gene de marca-
dor especifico do cardiomiécito em EBs que batem, que apareceram depois
da inducao de diferenciagcdo em células ES. O eixo vertical representa a ra-
zao relativa ao nivel de expressao de gene no grupo nao tratado (Nenhum),
que é ajustado para 1.

[Figura 3D] A Figura 3D mostra a expressao de gene de marca-

~ dor especifico do cardiomi6cito em EBs que batem, que apareceram depois

da inducao de diferenciacao em células ES. O eixo vertical representa a ra-
zao relativa ao nivel de expressdo de gene no grupo nao tratado (Nenhum),
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que é ajustado para 1.

[Figura 4] A Figura 4 mostra o tingimento imuno-histoquimico de
proteinas de marcador especifico do cardiomiécito em EBs que batem, que
apareceram depois da indugéo de diferenciagdo em células ES.

[Figura 5A] A Figura 5A mostra o efeito de um inibidor de GSK3j
sobre a aparenma de EBs que batem.

[Figura 5B] A Figura 5B mostra o efeito de um |n|b|dor de GSK3p
sobre a aparéncia de EBs que batem. _

[Figura 5C] A Figura 5C mostra o efeito de um inibidor de GSK3
sobre a aparéncia de EBs que batem. '

| [Figura 5D] A Figura 5D mostra o efeito de um inibidor de GSK38
sobre a aparéncia de EBs que batem.

[Figura 5E] A Figura 5E mostra o efeito de um inibidor de GSK38
$obre a aparéncia de EBs que batem.

| [Figura 6] A Figura 6 mostra mudangas em expressdo. de gene
Wnt-3 durante a indugdo de diferenciagcdo em células ES se saglii comum
(macaco). o

[Figura 7] A Figura 7 mostra a expressao de géne de marcados
especifico do cardiomidcito em EBs que batem, que apareceram depois da
inducao de diferenciagdo em células cmES.

[Figura 8] A Figura 8 mostra o tingimento imuno-histoquimico de
proteinas de marcador especificas do cardiomidcito em EBs que batem, que
apareceram depois da indugdo de diferenciagcao em células cmES.

MODOS PARA A REALIZACAO DA INVENCAO

Modos para a realizagao da invengao serao mostrados abaixo,

incluindo os efeitos acima da presente inven¢ao, assim como outras vanta-
gens e caracteristicas.

Qualquer um que implemente a presente invengédo pode consul-
tar referéncias padrdao com respeito aos métodos da engenharia genética,
tais como biologia molecular e tecnologia do ADN recombinante, assim co-
mo meétodos ordinarios de biologia celular e da técnica anterior, a menos se

indicado de outra maneira. Tais referéncias incluem, por exemplo, “Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual, Third Edition” (Sambrook & Russell, Cold S-
pring Harbor Laboratory Press, 2001); “Current Protocols in Molecular bio-
logy” (Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, 1987); “Methods in Enzymo-
logy series” (Academic Press); “PCR Protocols: Methods in Molecular Bio-
logy” (Bartlett & Striling, eds., Humana Press, 2003); “Animal Cell Culture: A
Practical Approach, Third Edition” (Masters, ed., Oxford University Press,
2000); e “Antibodies: A Laboratory Manual” (Harlow et al. & Lane, eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1987). Os reagentes e kits para a cultura de
células e estudos bioldgicos de células citados aqui podem ser obtidos a par-
tir de fontes comerciais incluindo Sigma, Aldrich, Invitrogen/GIBCO, Clonte-
ch, Stratagene e as similares. '

Igualmente, qualquer um que implemente a presente invengéo
pode consultar referéncias padrdo com respeito aos métodos ordinarios de
cultura de células e a estudos de desenvolvimento e biolégicos celulares
usando células tronco pluripotentes. Esses incluem “Guide to Techniques in.
Mouse Development” (Wasserman et al., eds., Academic Press, 1993); “Em-
bryonic Stem Cell Differentiation in vitro” (M.V. Wiles, Meth. Enzymol.
225:900, 1993); “Manipulating the Mouse Embryo: A laboratory manual” (Ho-
gan et al., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994); e “Embryonic
Stem Cells” (Turksen ed., Humana Press, 2002). Os reagentes e kits para
cultura de células e estudos de desenvolvimento e biolégicos celulares cita-
dos aqui podem ser obtidos a partir de fontes comerciais, incluindo Invitro-
gen/GIBCO, Sigma e os similares. |

Protocolos padrao também foram estabelecidos para a prepara-
cdo, subcultivo e preservagédo de células tronco pluripotentes de camundon-
go e humanas, e, em adigdo as referéncias citadas acima, o operador pode
usar tais células tronco pluripotentes por consulta a varias outras referén-
cias. Tais referéncias incluem: Matsui et al., Cell 70:841, 1992; Thomson et
al., patente norte-americana de numero 5.843.780; Thomson et al., Sciehce
282:114, 1998; Shamblott et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13726, 1998;
Shamblott et al., patente norte-americana de numero 6.090.622; Reubinoff et
al., Nat. Biotech. 18:399, 2000; e a Publicagao Internacional de numero
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WO00/27995. Métodos para o estabelecimento de células ES ou de células
semelhantes a células ES sao também conhecidos para outras espécies a-
nimais, por exemplo, macacos (Thomson et al., patente norte-americana de
numero 5.843.780; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 7844, 1996), ratos (lan-
naccone et al., Dev. Biol. 163:288, 1994; Loring et al., Publicagao Internacio-
nal de numero WO99/27076), aves (Pain et al., Development 122:2339,

- 1996; patente norte-americana de numero 5.340.740; patente norte-

americana de numero 5.656.479) e porcos (Wheeler et al., Reprod. Fertil.
Dev. 6:563, 1994; Shim et al., Biol. Reprod. 57:1089, 1997). De acordo com

~ esses métodos descritos, células ES, para uso na presente invengao, podem

ser preparadas e usadas.
' Nesta revelagao, “cardiomidcitos” incluem células precursoras
cardiacas tendo a capacidade de se tornarem cardiomiécitos funcionais no

futuro, assim como cardiomidcitos fetais e adultos em todos os estagios de

‘diferenciacao, e sado definidos como células que podem ser identificadas por

um ou, de preferéncia, mais do que um dos seguintes métodos, usando um
ou, de preferéncia, mais do que um marcador ou indice.

A expressdo de varios marcadores especificos em relagdo aos
cardiomidcitos é detectada por métodos bioquimicos ou imunoquimicos con-
vencionais. Ndo ha limite particular sobre o méetodo, mas, de preferéncia, um
método imunoquimico, tal como tingimento imuno-histoquimico ou imunoele-
troforese é usado. Nesses métodos, anticorpos policlonais especificos do
marcador ou anticorpos monoclonais podem ser usados, que reajam com
células precursoras cardiacas ou cardiomiécitos. Anticorpos para marcado-
res especificos individuais estdao comercialmente disponiveis, e podem ser
facilmente usados. Marcadores especificos para células precursoras cardia-
cas ou cardiomiécitos incluem, por exemplo, cadeias pesada e leve de mio-
sina, a-actinina, troponina I, ANP, GATA-4, Nkx2.5, MEF-2c e os similares.

Alternativamente, embora 0 método nao seja particularmente
limitado, a expressao de genes de marcador especificos de células precur-
soras cardiacas ou especificos de cardiomiécitos também pode ser confir-

mada por reagdo em cadeia com polimerase de transcriptase reversa (RT-
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PCR), métodos biolégicos moleculares, que foram comumente usados no
passado para a amplificagdo, detecgcao e analise de mARN que codifique
quaisquer proteinas de marcador. As seqiiéncias de acidos nucléicos que -
codificam proteinas de marcador especificas para células precursoras cardi-
acas e cardiomidécitos (tais como cadeias pesada e leve de miosina, o-
actinina, troponina |, ANP, GATA-4, Nkx2.5 e MEF-2c) ja sdo conhecidas e
estdo disponiveis através de bancos de dados publicos, tais como GenBank
do National Center for Biotechnology Information (NCBI), e as sequéncias
especificas do marcador, necessérias para uso como iniciadores ou sondas,
podem ser facﬂmente determinadas.

indices fisiolégicos também podem ser usados adicionalmente
para confirmar a diferenciacao de células pluripotentes em cardiomiocitos.
Por exemplo, marcadores uteis incluem batimento espontaneo por células
derivadas de células pluripotentes, expressao de varios canais de ions e a
capacidade de reagir a estimulo eletrofisiologico.

‘O método da presente invengdo pode ser aplicado a células
tronco pluripotentes de qualquer origem mamifera. Por exemplo, o método
da presente invengao pode ser usado para células tronco pluripotentes deri-
vadas a partir de camundongos, vacas, cabras, caes, gatos, sagﬁis,' maca-
cos rhesus ou seres humanos, mas, nao esta limitado a células tronco pluri-
potentes derivadas a partir destas espécies animais. Exemplos de células
tronco pluripotentes disponiveis para uso na presente invengao incluem célu-
las ES derivadas a partir de mamiferos, tais como camundongos, macacos e
seres humanos, as quais ja sao amplamente usadas como células cultiva-
das.

Exemplos especificos de células ES derivadas de camundongo
incluem, células EB3, células E14, células D3, células CCE, células R1, célu-
las 129SV, células J1 e as similares. Células ES derivadas de camundongo,
para uso na presente invenc¢do, podem ser obtidas a partir, de por exemplo,
American Type Culture Collection (ATCC), Chemicon, ou Cell & Molecular
Technologies.

Células ES derivadas de macacos foram relatadas como sendo
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estabelecidas a partir de macacos rhesus (Macaca mulatta) (Thomson et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:7844, 1995), macacos cinomolgus (Macaca
fascicularis) (Suemori et al., Dev. Dyn. 222:273, 2001) e saguis comuns (Cal-
lithrix jacchus) (Sasaki et al., Stem Cells. 23:1304, 2005), e podem ser usa-
das. Por exemplo, células ES de sagui também podem ser obtidas a partir
do Central Institute for Experimental Animals, Japao. _

Atualmente, mais do que varias dezenas de linhagens de células
ES derivadas de seres humanos foram estabelecidas ao redor do mundo.
Por exémplo, muitas linhagens de células estdo registradas na lista do US
National Institutes of Health (http:/stemcells.nih.gov /registry/ index.asp) e
pOdehﬁ ser usadas, embora estas linhagens de células também possam ser
compradas a partir de, por exemplo, Cellartis, ES Cell International, ou Wis-
consin Alumni Research Foundation. No Japao, linhagens de células ES

humanas também podem ser obtidas a partir do Stem Cell Research Center,

“do Institute for Frontier Medical Sciences, Kyoto University (Suemori et al.,

Biochem. Biophys. Res. Commun., 345:926, 2006).

Além disso, o estabelecimento de células ES foi também relata-
do para vacas (Mitalipova et al., Cloning 3:59, 2001), aves (Petitte et al., Me-
ch. Dev. 121:1159, 2004) e peixe-zebra (Fishman, Science 294:1290, 2001).

Embora células ES sejam em geral, estabelecidas por cultivo de
embrides em estagios iniciais, células ES também podem ser preparadas a
partir de ‘embrides em estagios iniciais, que estdo modificados para terem
nucleos de células somaticas por transplante nuclear (Munsie et al., Curr.
Biol. 10:989, 2000; Wakayama et al., Science 292:740, 2001; Hwang et al.,
Science 303:1669, 2004). Além disso, ha relatos acerca de uma tentativa de
preparar células ES a partir de embrides partenogenéticos, que tenham sido
desenvolvidos em um estagio equivalente ao estagio blastocistico (Publica-
¢ao de Patente Norte-Americana de numero 02/168763; Vrana K et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 100:11911-6), assim como um método para a prepara-
950 de células ES tendo a informagéo genética de nucleos de células soma-
ticas (Publicagao Internacional de numero WO00/49137; Tada et al., Curr.
Biol. 11:1553, 2001). Células ES para uso na presente invengcdo também
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incluem as células ES assim preparadas ou células ES cujos genes cromos-
sdémicos estejam modificados por procedimentos de engenharia genética.

Células tronco pluripotentes disponiveis para uso no método da
presente invengdo ndo estdo limitadas a células ES e também incluem todas
as células tronco pluripotentes caracteristicamente similares as células ES,
que sejam derivadas a partir de, por exemplo, células de 6rgaos ou tecidos
adultos humanos, células de medula éssea e células do sangue, assim como
células fetais ou de embrides humanos. Nesse caso, a similaridade caracte-
ristica em relagao as células ES é definida em termos de propriedades cito-
biolégicas Unicas para células ES, tais como a presenca de marcadores de
superficie especificos de células ES (antigeno), a expressao de genes espe-
cificos de células ES ou a capacidade de produzir teratomas ou camundon-
gos quiméricos. Exemplos especificos incluem células ES preparadas a par-
tir de células germinativas primordiais, células GS preparadas a partir de
células germinativas testiculares e células tronco pluripotentes induzidas (cé-
lulas iPS) preparadas a partir de células somaticas, tais como fibroblastos,
por manipulagdo de genes particulares.

Qualquer método adequado para induzir a diferenciagao em car-
diomiécitos pode ser usado como método de cultivo para a prepafagéo de
cardiomidcitos a partir de células ES ou de outras células tronco pluripoten-
tes na presente invencgdo, e exemplos incluem cultivo em suspensao, cultivo
em gota pendente, co-cultivo com células suportantes, cultivo giratério, culti-
vO em agar macio, cultivo em micro-veiculo e os similares. Um exemplo es-
pecifico € um método de suspensao de células ES como células unicas (cé-
lulas individuais dispersas em uma fase liquida sem adesdo entre células
devido a digestdo com enzima ou similar) em meio para uma densidade ce-
lular de 1 x 10% a 1 x 10° células/mL, e depdsito de uma goticula de 10 a 100
uL da suspensao por sobre o lado interno da placa superior de uma placa de
cultura para efetuar cultura em gota pendente. Alternativamente, a suspén-
sao de células acima pode ser semeada em uma placa comercialmente dis-
ponivel, tal como uma placa de cultura de 96 cavidades para formagao esfe-
réide (por exemplo, Sumilon Celitight Spheroid; Sumitomo Bakelite Co., Ltd.,



10

15

20

25

30

27

Japao), uma placa de cultura adesiva de nao célula (por exemplo, placa de
ultra-baixa fixagcdo Coaster; Corning) ou uma placa de poliestireno nao trata-
da. A suspensao contendo células ES é, entdo, cultivada a 37°C sob condi-
¢coes de CO, com aeracao com didéxido de carbono a 5%, por meio do que
EBs sao formados e induzidos a se diferenciarem em cardiomiécitos ou ou-
tras células. | _

Na presente invengao, a ativagao da via de sinalizacdo Wnt ca-
ndnica significa um estado no qual B-catenina ndo estéa fosforilada por GSK-
3B e esta estabilizada dentro do citoplasma e/ou nucleo, e/ou um estado no
qual a B-catenina se liga a LEF-1/TCF no nucleo, para formar um complexo
de ati\)ador de transcri¢ao e, por meio disso, tem a capacidade de induzir
transcricdo de um gene alvo. Para determinar se a via de sinalizagdo Wnt
candnica esta ativada, pode ser usado qualquer método, incluindo, mas, ndo
limitado a, um método para medigdo da quantidade de B-catenina citoplas-
mica e/ou‘nuclear, por exemplo, por tingimento imuno-histolégico com anti-
corpo especifico para B-catenina ou por anélise por Western blot. Igualmen-
te, anticorposv monoclonais, que reconhecem de maneira especifica B-
catenina nao fosforilada, isto &, B-catenina ativa, estdo também comercial-
mente disponiveis e sdo particularmente uteis. Além disso, ensaios de repor-
ter sdo também eficazes, nos quais um gene repoérter esta ligado a jusante
de uma sequiéncia de ligacao de LEF-1/TCF e a capacidade de produzir o
produto de gene repérter € usado como um marcador para o ensaio. Um
plasmideo contendo uma seqiéncia de ligacao de LEF-1/TCF e um gene
repoérter para uso em tais ensaios pode ser comprado a partir de Upstate sob
o nome comercial de TOPflash.

Exemplos especificos de ativadores de sinalizagao Wnt incluem
varias proteinas Wnt candnicas, inibidores de GSK-3p e agonistas de Wnt. E
também possivel usar genes capazes de ativar a via de sinalizagao Wnt ca-
ndnica, por exemplo, varios genes Wnt candnicos, assim como gente de [-
catenina ou seus mutantes ativos, que estejam modificados para eliminar a
extremidade N-terminal ou para substituir sitios de fosforilagdo de GSK-35
com aminoacidos néo fosforilados. Alternativamente, a expressédo de genes,
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tais como Axina ou APC, que regulam a jusante a via de sinaliza¢éo Wnt
candnica, pode ser suprimida ou contida por ADNs sem sentido especificos
ou ribozimas, ARNs sem sentido para interferéncia de ARN, compostos de
baixo peso molecular e assim por diante. Deve-se observar que as seqlién-
cias de nucleotideos de genes que codificam essas moléculas estao dispo-
niveis através de bancos de dados de ADN publicos, tais como aqueles de
NCBI, e os técnicos especializados no assunto serdo capazes de obter, pre-
parar e usar cADNs, siARNs e/ou ADNs sem sentido destes genes.

Proteinas Wnt candnicas, disponiveis para uso na presente in-
vencao, sao 'membros do grupo de proteinas da familia Wnt e sao definidas
como substancias que se ligam a receptores da familia Fzd e inibem a fosfo-
rilagdo mediada por GSK-3B de B-catenina para, por meio disso, promover a
estabilizagdo de B-catenina e sua capacidade de ativagéo de transcri¢ao.
Proteinas Wnt candnicas preferidas na presente invengéo incluem, por e-
xemplo, Wnt-1 (SEQ ID NO: 1), Wnt-3a (SEQ ID NO: 2), Wnt-5a (SEQ ID
NO: 3) and Wnt-8a (SEQ ID NO: 4), assim como aquelas que compartilhem
uma homologia de seqiiéncias de aminoéacidos de pelo menos 80%, mais
preferivelmente, de pelo menos 90%, com estas proteinas, e que tenham a
capacidade de ativar B-catenina. |

Uma caracteristica da presente invengao é que células ES ou
outras células tronco pluripotentes séao estimuladas, de maneira transiente,
com um ativador de sinalizacdo Wnt, e, embora o método de estimulo ndo
esteja particularmente limitado, prefere-se um método de cultivo das células
em meio suplementado com uma proteina Wnt candnica, por exemplo, uma
proteina Wnt recombinante. Entretanto, qualquer outro método pode ser u-
sado, que tenha os mesmo efeitos. Exemplos incluem um meétodo de cultivo
das células na presenga de uma proteina Wnt canénica que tenha sido ex-
traida e purificada a partir de tecidos vivos, um método de introdugédo de um
vetor de expressao portando um gene que codifique uma ‘proteina Wnt ca-
nénica nas préprias células tronco pluripotentes, um método de introdugéao
de um tal vetor de expressdo em células de suporte e de usar aquelas célu-

las transfectadas como células de cultivo conjunto, e um método usando um
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sobrenadante de cultura ou outro produto celular daquelas células transfec-
tadas e os similares, todos os quais sao incluidos como parte da concretiza-
cao para se adicionar uma proteina Wnt canénica ao meio, no método da
presente invencgao. |

Na implementagdo da presente invengd@o, uma proteina Wnt ca-

ndnica a ser usada e um gene que codifique a mesma sdo, de preferéncia,

~ derivados a partir de animais da mesma espécie que aquela usada para de-

rivar as células tronco pluripotentes, mas, aquelas derivadas a partir de ani-
mais de outras espécies também podem ser usadas. Por exemplo, quando
células ES de camundongo ou célula ES de macaco forem usadas na pre-
sente invengéo, é possivel usar proteina WNT-1 humana. Como proteinas
Wnt recombinantes, estdo comercialmente disponiveis Wnt-3a e Wnt-5a de-
rivadas de camundongo, assim como WNT-7 derivada de ser humano a par-
tir de R&D Systems, e WNT-1 derivada de ser humano esta comercialmente

disponivel a 'partir de Peprotech. Essas proteinas Wnt recombinantes sdo

faceis de usar. No caso de se usar essas proteinas recombinantes, o meio

de cultura é removido de maneira estéril e substituido por meio fresco con-
tendo uma proteina Wnt em uma concentragdo de 0,1 ng/mL a 500 ng/mL,
de preferéncia, de 1 ng/mL a 200 ng/mL, mais preferivelmente, de 10 ng/mL
a 100 ng/mL, e o cultivo é continuado. '

Em um caso no qual uma proteina Wnt desejada € feiia por si
mesma, é necessario introduzir e expressar um vetor de expressao carre-
gando o gene de interesse em células animais (por exemplo, células L) e
purificar uma proteina recombinante secretada para o sobrenadante do meio
de cultura, porque se sabe que proteinas Wnt ndo exercem sua atividade
biolégica a menos se modificada com acido palmitico. Procedimentos deta-
lhados para essa finalidade ja sdo conhecidos (Willert et al., Nature 423:448,
2003; Kishida et al., Mol. Cell. Biol. 24:4487;
http://www.stanford.edu/~rnusse/ wntwindow.html).

Deve-se observar que as sequéncias de nucleotideos de genes
que codifiguem esses fatores estdo disponiveis através de bancos de dados

de ADN publicos, tais como aqueles de NCBI, e os técnicos especializados
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no assunto serdo capazes de obter e usar cADNs destes genes. Por exem-
plo, genes Wnt-3a e Wnt-8a ja foram identificados em seres humanos e ca-
mundongos, e as sequéncias de nucleotideos de WNT-3A humana (SEQ ID
NO: 5), Wnt-3a de camundongo (SEQ ID NO: 2), WNT-8A humana (SEQ ID
NO: 6) e Wnt-8a de camundongo (SEQ ID NO: 4) estdo registradas sob os
Numeros de Acesso NM_033131, NM_009522, NM_031933 e NM_009290,
respectivamente.

Inibidores de GSK-3B de acordo com a presente inven¢gdo sé&o
definidos como substancias que inibem a atividade de quinase de proteina
de GSK-3B (por exemplo, a capacidade de fosforilar B-catenina); e mais de ~
varias dezenas de inibidores ja sdo conhecidos (Martinez et al., Med. Res.
Rev. 22:373, 2002; Meijer L et al.,, Trends Pharmacol. Sci. 25:471, 2004).

Exemplos especificos incluem litio; acido valprético; membros da familia da

- benzazepinona Kenpaulona (9-bromo-7,12-di-hidroindolo [3,2-d] [1] benza-

zepin-6(5H)-ona) e Alsterpaulona (9-nitro-7,12-di-hidroindolo [3,2-d] [1] ben-
zazepin-6(5H)-ona); derivados de indirubina 5-cloro-indirubina, indirubin-3'-
monoxima e BIO (também chamado de inibidor IX de GSK-3B; 6-bromo-
indirubin-3'-oxima); derivados de maleimida SB216763 (3-(2,4-dicloro-fenil)-

4-(1-metil-1H-indol-3-il)-1H-pirrol-2,5-diona) e SB415286 (3-[(3-cloro-4-

hidréxi-fenil) aminol-4-(2-nitro-fenil)-1H-pirrol-2,5-diona); analogos de tiadia-
zolidinona (TDZD) TDZD-8 (também chamado de inibidor | de GSK-3f; 4-
benzil-2-metil-1,2,4-tiadiazolidina-3,5-diona) e OTDZT (também chamado de
inibidor I de GSK-3B; 2,4-dibenzil-5-ox6tiadiazolidina-3-tiona); um inibidor
VIl de GSK-3B de composto de fenil-a-bromo-metil-cetona (4-dibromo-
acetofenona); e um peptideo fosforilado permeéavel a célula L803-mts (tam-
bém chamado de inibidor de peptideo de GSK-3|3; Myr-N-
GKEAPPAPPQSpP-NH,). Esses compostos estdo comercialmente disponi-
veis a partir de Calbiochem ou Biomol e sédo faceis de usar, mas, isto néo é
uma limitagao. | |
'Em um caso no qual esses inibidores de GSK-3p forem usados,
a sua concentragao 6tima variara grandemente, dependendo de diferengas

em suas propriedades de compostos. Por essa razao, é necessario determi-
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nar a concentracdo 6tima de cada composto a ser usado, e meio contendo
um inibidor de GSK-3B em uma concentracdo desejada é usado para o culti-
vo.

Por exemplo, no caso de BIO ou de -85216763, meio contendo o
inibidor em uma concentragao, de preferéncia, de 10 nmoles/L a 1 umol/L,

mais preferivelmente, de 50 nmoles/L a 200 nmoles/L, € usado para o culti-

~ vo. No caso de inibidor VIl de GSK-3p3, a sua concentragao &, de preferéncia,

de 2 umoles/L a 100 umoles/L, e, mais preferivelmente, de 5 umoles/L a 20
umoles/L. Iguaimente, no caso de L803-mts, a sua concentracéo é, de prefe-
réncia, de 5 umoles/L a 500 umoles/L, mais preferivelmente, de 20 pmoles/L
a 200 umoles/L, e, ainda mais preferivelmente, de 25 pmoles/L a 200 pmo-
les/L. .

Em adicdo aos inibidores de GSK-3B, drogas para uso na im-
plementagéo da presente invengao podem ser compostos de baixo peso mo-
lecular, que promovam a ativagao da via de sinalizagao Wnt candnica (ago-
nistas de Wnt), incluindo compostos orgénicos ou inorganicos e fragmentos
de peptideo. Exemplos preferidos incluem um derivado de aminopirimidina
(2-amino-4-[3,4-(metilenodiéxi) benzilamino]-6-(3-metdxi-fenil)  pirimidina;
Calbiochem) (Liu et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 44:1987, 2005).

No caso de usar um tal agonista de Wnt, meio contendo o ago-

nista de Wnt em uma concentragdo de 1 nmol/L a 1.000 nmoles/L, de prefe-

réncia, de 10 nmoles/L a 500 nmoles/L, mais preferivelmente, de 50 nmo-
les/L a 200 nmoles/L é usado para o cultivo.

A determinagdo do momento, no qual as células tronco pluripo-
tentes sdo tratadas com um ativador de sinalizagao Wnt € um requisito muito
importante na implementagao da presente invencao. A saber, em um mo-
mento nao apropriado, um ativador de sinalizagdo Wnt ndo mostra efeito de
promocao, ou, ao invés disto, pode ter um efeito inibidor, sobre a capacidade
de diferenciacdo de miocardio de células tronco pluripotentes. Por meio de
exemplo, quando células tronco pluripotentes sao cultivadas durante cerca
de 1 semana em um meio de cultura suplementado com um ativador de si-

nalizagdo Wnt, partindo de imediatamente depois da indugao de diferencia-
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cdo, a capacidade de diferenciagdo de miocéardio pode ser menor do que
aquela observada no grupo (grupo ndo tratado) usando um meio de cultura
sem conter ingrediente adicional. »

O momento do tratamento com ativador de sinalizagcao Wnt pode
ser determinado com base nos padroes de expressao de varios genes Wnt
candnicos durante a inducao de diferenciagdo em células tronco pluripoten-
tes para uso na implementagéo da presente invengao. Mais especificamente,
células tronco pluripotentes podem ser induzidas a se diferenciarem de uma
maneira rotineira, e mARNs podem ser extraidos a partir das amostras cole-
tadas periodicamente para analisar os niveis de expressdo de varios genes
Wnt canénicos, por técnicas padrao, tais como RT-PCR. As amostras sdo
coletadas, de preferéncia, a cada 24 horas, mais preferivelmente, a cada 12
horas, durante o periodo de tempo entre a iniciagdo da cultura para indugao
de diferenciacdo e o aparecimento de cardiomiécitos (que batem), por e-
xemplo, cerca de 6 a 14 dias para células ES de camundongo, macaco e
seres humanos. Embora um unico gene Wnt candnico possa ser usado para
a analise, de preferéncia, dois ou mais, mais preferivelmente, trés ou mais
genes sao desejados.

Em células ES e outras células tronco pluripotentes, a expresséao
de vérios genes Wnt canénicos é, em geral, baixa tanto no estado néo dife-
renciado quanto imediatamente depois da induc;éo de diferenciagao, mas, a
sua expressio é prontamente elevada varios dias depois da indugao de dife-
renciagdo (Exemplo 1). Dessa maneira, um instante de tempo no qual os
niveis de expressao de genes Wnt candnicos estejam significativamente ele-
vados, depois da inducdo da diferenciagdo, quando comparados as células
tronco pluripotentes nao diferenciadas, é definido como o “periodo de eleva-
da expressao de gene Wnt". Elevagédo significativa em expressédo de gene
pode ser determinada por testes estatisticos comumente usados, tais como
teste t de Student (nivel de significancia: 5%). O nivel de significancia usado
como um critério nesse caso &, de preferéncia, de 5%, mais preferivelmente,
de 1%. Alternativamente, quando a expressado de gene Wnt canbénico medi-

da se elevar rapidamente dentro de varios dias, depois da indugao de dife-
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renciacdo, e, entdo, desaparece dentro de varios dias, isto €, quando genes
Wnt candnicos exibem elevada expressdo somente durante um curto perio-
do, o instante de tempo no qual eles alcangam niveis de expressdo maximos
pode ser definido como o periodo de elevada expressdo de gene Wnt.
Quando células tronco pluripotentes forem cultivadas em meio
contendo um antagonista de BMP, partindo de 2 ou 3 dias antes da indugao

- de diferenciag&@o e/ou partindo de imediatamente depois da indugcdo de dife-

renciagdo, sabe-se que sua capacidade de diferenciagdo de miocardio é
aumentada de maneira significativa (W0O2005/033298; Yuasa et al., Nat. Bio-
technol. 23:607, 2005). Nesse caso, constatou-se que os varios genes Wnt
canénicos acima exibem elevada expressao durante o cultivo. Essa consta-
tacdo é util na determinagéo do periodo de elevada expressdo de gene Wnt
candnico na presente invengao, e é desejavel usar meio contendo um anta-
gonista de BMP para cultivo na determinagao do periodo de elevada expres-
sdao. Um antagonista de BMP se refere a uma substéancia que se ligue auma
molécula de BMP (por exemplo, BMP-2, BMP-4, BMP-7) para inibir a sinali-
zacao BMP, e exemplos incluem Noguina, Cordina e DAN. Essas substan-
cias, que podem ser adicionadas ao meio, podem ser compradas, por exem-
plo, a partir de R&D Systems.

Na presente invengao, células tronco pluripotentes sao cultiva-
das em meio nao contendo qualquer ativador de sinalizagao Wnt durante o
periodo de tempo entre imediatamente depois da iniciagdo do cultivo para a
inducéo de diferenciagdo de miocardio e 24 horas antes do.periodo de ele-
vada expressdo de gene Wnt, determinado conforme descrito acima. Entao,
as células sdo ulteriormente cultivadas em meio contendo um ativador de
sinalizacdo Wnt durante 24 a 96 horas, de preferéncia, 48 a 72 'horas, par-
tindo de um instante de tempo de 24 a 0 horas antes, de preferéncia, de 24
horas antes do periodo de elevada expressdo de gene Wnt, determinado
conforme descrito acima. Por exemplo, em um caso de células ES de ca-
mundongo cultivadas para a inducao de diferenciagao de miocardio, a ex-
pressdo dos genes Wnt candnicos tipicos Wnt-3, Wnt-3a e Wnt-8a é extre-

mamente baixa tanto em um estado n&o diferenciado quanto imediatamente
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antes da inducgédo de diferenciagdo, porém, estes genes exibem forte expres-
sdo entre 72 e 96 horas depois da indugdo de diferenciagdo (Exemplo 1).
Por essa razdo, em um caso no qual células ES de camundongo sdo usadas
no método da presente invengao, o periodo de elevada expressao de gene
Wnt candnico é determinado como sendo de 72 horas depois da indugéao de
diferenciagio, e, portanto, as células sdo cultivadas em meio ndo contendo
qualquer ativador de sinalizagdo Wnt até 48 horas depois da iniciacdo da
inducdo de diferenciagdo. Entao, as células sédo ulteriormente cultivadas em
meio contendo um ativador de sinalizagdo Wnt durante 24 a 96 horas, de
preferéncia, durante 48 a 72 horas, partindo-ée de 48 horas depois da inicia-
céo da indugao de diferenciagcdo. Deve-se observar que o periodo de tempo
(horas) durante o qual as células sdo tratadas com um ativador de sinaliza-
cdo Wnt pode ser ajustado para um periodo (horas) 6timo, conforme apro-
priado, dependendo de diferengas de condi¢des, tais como a espécie de a-
nimal a partir da qual as células a serem usadas sédo derivadas, o tipo de
linhagem de células a ser usado e/ou o tipo de ativador de sinalizagdo Wnt a
ser usado, e um tal periodo (horas) pode ser determinado com base no peri-
odo de elevada expressdo de gene Wnt candnico obtido pelo método acima
para a determinagido do momento do tratamento com ativador de sihalizagéo
Wnt. Por exemplo, no caso de células ES de macaco (sagui comum), o gene
Whnt-3 exibe forte expressao entre 72 e 120 horas depois da indugdo de dife-
renciagdo (Exemplo 5). Igualmente, no caso de células ES humanas, o gene
Whnt-3a exibe expressdo com um pico em torno de 72 horas depois da indu-
cdo de diferenciagdo (Beqqali et al., Stem Cells 24:1956, 2006).

Cardiomiécitos derivados de células ES ou de outras células
tronco pluripotentes, pelo método mencionado anteriormente, podem ser
ulteriormente coletadas, isoladas e purificadas por métodos conhecidos, pa-
ra se obter, de maneira eficiente, grandes quantidades de cardiomidcitos
altamente puros (cardiomidcitos preparados de acordo com a presente in-
vengao).

Qualquer método conhecido de isolamento e purificagdo celular

pode ser usado como o método de purificagdo dos cardiomidcitos, e exem-
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plos especificos incluem citometria por escoamento, contas magnéticas, ca-
peamento (em Inglés: panning) e outros métodos envolvendo reagdes anti-
geno-anticorpos (ver “Monoclonal Antibodies: principles and practice, Third
Edition” (Acad. Press, 1993); “Antibody Engineering: A Practical Approach”
(IRL Press at Oxford University Press, 1996), assim como o fracionamento

celular por centrifugagdo por gradiente de densidade usando um veiculo, tal

_ como sacarose, Percoll ou similares. Outro método de sele¢éo de cardiomi-

écitos é introduzir primeiro de maneira artificial uma modificagdo nos genes
das células ES ou outras células tronco pluripotentes, tornando-as resisten-
tes a drogas ou capazes de expressao de proteina ectdpica, e coletar as
células tendo a morfologia de cardiomiécitos. Por exemplo, por introdugcdo de
um cassete de genes capaz de expressar um gene de resisténcia a neomici-

na (G418) sob o controle do promotor de cadeia pesada de a-miosina em

células ES de camundongo, Fields e seus co-pesquisadores foram bem su-
‘cedidos na construgao de um sistema, no qual células ES foram diferencia-

das em cardiomidcitos e somente aquelas células que expressaram o gene
de cadeia pesada de o-miosina puderam'sobreviver em meio ao qual G418
tinha sido adicionado, e 99% ou mais das células selecionadas como células
resistentes a G418 por esse método foram confirmadas como sendo cardio-
midcitos (patente norte-americana de numero 6.015.671; Klug et al., J. Clin.
Invest. 98: 216, 1996). Como outro exemplo, um método baseado no teor
mitocondrial mais elevado em cardiomidcitos do que de outras células é
também eficaz, no qual populagdes de células ricas em mitocéndrias, isto €,
cardiomoécitos sao coletados de maneira especifica usando um corante fluo-
rescente seletivo de mitocondrias ou um reagente sensivel ao potencial de
membrana de mitocondrias (W0O2006/022377). Ainda como outro exemplo,
um método baseado em propriedades metabdlicas especificas de cardiomi-
écitos é também preferido, no qual cardiomiocitos séo purificados de manei-
ra especifica sob condigdes de baixa glicose por adi¢gao de acido latico ou de
um aminodcido, tal como acido aspartico (Pedido de Patente Japonés de
ndmero 2006-23770). |

Cardiomiécitos preparados de acordo com a presente invengao



10

156

20

25

30

36

sdo Uteis em avaliagcdes farmacoldgicas e em avaliagdes de atividade de
varias substancias bioativas (por exemplo, drogas) e de novos produtos de
gene de fungdo desconhecida. Por exemplo, eles podem ser usados para
selecionar substancias e drogas envolvidas no controle da diferenciagao em
cardiomidcitos a partir de células ES e de outras células tronco pluripotentes,
para selecionar substancias e drogas envolvidas na regulagéo da funcao de
cardiomidcitos e para selecionar s>ubsté_ncias e drogas que sejam tdxicas ou
inibidoras em face de cardiomidcitos. Em particular, existem atualmente mui-
to poucos métodos de selegdo usando cardiomidcitos humanos, e os cardi-
omidcitos preparados de acordo com a presente invengao fornece uma fonte
util de células para a implementagao de tais métodos de selegdo. De outro
modo, um kit de avaliagdo compreendendo cardiomidcitos preparados de
acordo com a presente invencao é também util para tal selegao.

Substancias de teste a serem selecionadas podem incluir qual-
quer uma que seja adicionada a cultura, tais como compostos de baixo peso.
molecular, compostos de elevado peso molecular, compostos organicos,
compostos inorganicos, proteinas, peptideos, genes, virus, células, fiuidos
de culturas de células, fluidos de culturas microbianas e os similares. Méto-
dos eficientes de introdugdo de genes em sistemas de cultura incluem méto-
dos de adigdo a sistemas de cultura usando retrovirus, edenovirus ou outros
vetores de virus, assim como métodos de adi¢cdo depois de inser¢ao em li-
possomas e outros‘construtos artificiais.

A substancia de teste pode ser avaliada por medi¢ao da eficién-
cia da indugdo de diferenciagao a partir de 'células ES ou de outras células
tronco pluripotentes em cardiomiécitos, ou as mudancgas qualitativas ou
quantitativas em fungdes celulares de miocardio. Por exemplo, a eficiéncia
de inducdo de diferenciagdo de miocardio de uma substéancia de teste pode
ser medida por uso de meios bioquimicos ou imunoquimicos para detectar a

expressdo de varios marcadores especificos de cardiomidcitos em células

~ tronco pluripotentes, cultivadas usando o método da presente invengéo, de-

pois que elas tenham sido cultivadas durante 5 a 15 ou, de preferéncia, 7 a
12 dias. Nao ha limites particulares nos meios bioquimicos ou imunoquimi-
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cos, mas, de preferéncia, um método imunoquimico, tal como tingimento
imunoéhistoquimico ou imunoeletroforese pode ser usado. Anticorpos poli-
clonais especificos de marcador ou anticorpos monoclonais que se ligam
aos cardiomidcitos podem ser usados nesses métodos. Anticorpos que tém
por alvo marcadores especificos individuais estdo comercialmente disponi-
veis e podem ser facilmente usados. Exemplos de marcadores especificos
de cardiomiocitos incluem cadeias pesada e leve de miosina, a-actinina, tro-
ponina |, ANP, GATA-4, Nkx2.5, MEF-2c e os similares. _

A sobrevivéncia de células de miocardio € um exemplo de uma
funcdo de célula de miocardio que possa ser usada como um marcador para
a avaliagéo de uma substancia de teste. De maneira especifica, a morte ce-
lular (apoptose) pode ser induzida por semeadura de cardiomiécitos prepa-
rados pelo método de acordo com a presente invengao sobre uma placa de

cultura até uma densidade de células apropriada e cultivd-las em meio livie

"de soro, e, neste caso, uma quantidade adequada da substéncia de teste

pode ser adicionada ao meio e a taxa de sobrevivéncia ou taxa de morte de
cardiomiécitos podem ser medidas. A taxa de sobrevivéncia ou a taxa de
morte dos cardiomidécitos podem ser medidas por observagéo macroscoépica
usando a incorporacao de um corante, tal como Azul de Tripano como ©
meréador, por um método usando atividade de desidrogenase (redugao de
atividade) como o marcador, ou por um método usando expressao de anexi-
na V ou atividade de caspase, que sejam especificas para apoptose de célu-
las, como o marcador. Kits explorando esses mecanismos estao disponiveis.
a partir de muitos fabricantes, incluindo Sigma, Clonetech e Promega, e sao
faceis de usar. _

Porque uma substéncia ou droga, obtidas por um tal método de
selecdo, atua para induzir a diferenciacdo em cardiomidcitos e regular as
suas funcdes, elas podem ser usadas, por exemplo, como uma droga pre-
ventiva ou terapéutica para condigbes do coragao, incluindo infarto do mio-
céardio, doenca do coragao isquémica, faléncia congestiva do corac¢éo, cardi-
omiopatia hipertréfica, cardiomiopatia dilatante, miocardite, faléncia cronica

do coragéo e os similares. Esses compostos podem ser compostos novos ou
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compostos conhecidos.

Além disso, cardiomiécitos preparados de acordo com a presen-
te invencdo podem ser usados como drogas de regeneragdo do miocardio -
ou drogas para o tratamento de doencgas do coragdo. Exemplos de doencgas
do coragdo incluem infarto do miocardio, doenga do corag¢do isquémica, fa-
léncia congestiva do coracdo, cardiomiopatia hipertrofica, cardiomiopatia
dilatante, miocardite, faléncia créhica do coragao e os similares. Quando u-
sados como drogas de regeneracdo do miocardio ou drogas para o trata-
mento de doengas do corag¢do, os cardiomidcitos preparados de acordo com
a presente ihvengéo podem ser incluidos em qualquer forma, tanto quanto a
pureza seja elevada, tais como células suspensas no meio ou outro veiculo
aquoso, células envolvidas em um substrato biodegradavel ou outro suporte,
ou células feitas em uma folha de miocéardio de camada uUnica ou de multi-
plas camadas (Shimizu et al., Circ. Res. 90:e40, 2002). »

Embora ndo particularmente limitado a estes, métodos para o
transporte da droga terapéutica anteriormente mencionada para um sitio de
lesao incluem injecéo direta no coragdo via um peito aberto ou seringa, mé-
todos de transplante via uma incisdo cirdrgica no coragdo e métodos de
transplante via os vasos sanglineos usando um cateter (Murry et 'al., Cold
Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 67:519, 2002; Menasche, Ann. Thorac.
Surg. 75:520, 2003; Dowell et al., Cardiovasc. Res. 58:336, 2003). Efeitos
terapéuticos extremamente bons tém sido relatados quando cardiomiécitos
coletados a partir de um coracéo fetal foram transplantadas por tais métodos
para os coragdes de animais com lesdao no coracado (Menasche, Ann. Tho-
rac. Surg. 75:S20, 2003; Reffelmann et al., Heart Fail. Rev. 8:201, 2003).
Cardiomidcitos derivados a partir de células ES tém caracteristicas extre-
mamente similares aquelas de cardiomidcitos derivados a partir de coragdes
fetais (Maltsev et al., Mech. Dev. 44:41, 1993; Circ. Res. 75:233, 1994; Doe-
vendans et al., J. Mol. Cell. Cardiol. 32:839, 2000). Além disso, uma taxa de

~assimilagdo extremamente elevada equivalente aquela alcangcada com

transplante do miocardio fetal tem sido confirmada em experimentos com

animais, nos quais carciomiocitos derivados a partir de células ES foram re-
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almente transplantadas em coragdes adultos (Klug et al., J. Clin. Invest.
98:216, 1996; Laflamme et al.,, Am. J. Pathol. 167:663). Conseqlientemente,
espera-se que transplante suplementar de cardiomiocitos preparados de a-
cordo com a presente invengao, para tecido de coragao doente, deva esti-
mular fungdes de coragado aperfeigoadas, nos casos das doencgas do cora-

cao mencionadas anteriormente, que se origina de lesao ou perda de células

_~ do coragao.

EXEMPLOS _

A presente invengao é explicada, em maiores detalhes abaixo,
usando exemplos.
Exemplo 1: Estudo sobre os padrdes de expressdo de vérios genes Wnt du-

rante a inducao de diferenciacao em células ES (1)

Vérios genes Wnt foram estudados em relagéo a sua expressao

durante a diferenciacdo em células ES de camundongos. Para uso em expe-

‘rimentos, células ES de camundongos foram passadas e mantidas em um

estado nao diferenciado de acordo com os métodos conforme descrito em
“Manipulating ihe_Mouse Embryo: A Labdratory Manual” (Hogan et al., eds.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994) e “Embryonic Stem Cells: Me-
thods and Protocols” (Turksen ed., Humana Press, 2002) por uso meio

Knockout-DMEM (Invitrogen) contendo 20% de soro bovino fetal, 2 mmo-

les/L de L-glutamina e 0,1 mmol/L de 2-mercapto-etanol (a que se refere,
doravante, como ESM), suplementado com 1.000 U/mL LIF (ESGRO; Che-
micon). As células ES passadas sob essas condi¢des refere-se, doravante,
como “células ES passadas sob condigdes de cultivo ordinarias”. As células
ES de camundongo usadas nos experimentos seguintes eram células D3,
células R1 e células 129SV (compradas a partir de Dainippon Pharmaceuti-
cal Co., Ltd., Japao), mas, ém geral, nao houve diferengas nos resultados
experimentais entre essas linhagens de células ES. A menos se indicado de
outra maneira, dados experimentais obtidos com a linhagem de células D3
sao mostrados abaixo. Deve-se observar que células ES de camundongo
foram usadas nos experimentos dos Exemplos 1 a 4.

Células ES passadas sob condi¢des de cultivo ordinarias foram
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lavadas duas vezes com salina tamponada com fosfato (a que se refere, do-
ravante, como PBS) e tratadas com solugao de tripsina a 0,25% contendo 1
mmol/L. de EDTA para se obter células unicas, que foram, entéo, suspensas
em ESM. A menos se indicado de outra maneira, as mesmas condigbes fo-
ram usadas no descolamento das células ES de placas para uso na indugéo
de diferenciacao e outros experimentos.

Cultura para indugéo de diferenciagao de células ES em cardio-
midcitos ou neurdnios foi realizada de uma maneira rotineira, como se se-
gue. Células ES foram suspensas em meio livre de LIF, e a suspenséao resul-
tante foi sem'eada em 500 células/50 uL por cavidade de uma placa de cultu-
ra de 96 cavidades comercialmente disponivel para formagdo esferdide
(Sumilon Celltight Spheroid; Sumitomo Bakelite Co., Ltd., Jap&o). Sob essas
condicOes experimentais, as células ES comegaram a se agregar e a formar
EBs imediatamente depois do cultivo em suspenséo, alguns EBs comeca-
ram a exibir batimento espontaneo cerca de 7 ou 8 dias depois do cultivo de
agregacao flutuante (inducao de diferencia¢do), indicando que'pelo menos
parte dos EBs se diferenciaram em cardiomidcitos.

Nesse experimento, alguns dos grupos experimentais receberam
adicdo de uma proteina de Cordina ou DAN recombinante comercialmente
disponivel (15 ng/mL; ambos comprados de R&D Systems) ao meio em 3
dias antes e imediatamente depois da indugcao de diferenciagdo. Quando
tratadas de maneira transiente com um antagonista de BMP desta maneira,
sabe-se que células ES intensificam sué capaéidade de diferenciagao de
miocérdio (W02005-033298; Yuasa et al., Nat. Biotechnol. 23:607, 2005). Ao
tratamento de células em meio suplementado com um antagonista de BMP,
tal como proteina de Cordina ou proteina de DAN, refere-se doravante, co-
mo “tratamento com antagonista de BMP”.

Os EBs assim preparados foram coletados periodicamente, e o
ARN total foi preparado com um mini kit RNeasy (Qiagen), seguido por tra-
tamento com ADNase. cADN foi sintetizado a partir. do ARN total tratado com
ADNase (1 pg) usando um SuperScript™ First-Strand Synthesis System pa-
ra RT-PCR (Invitrogen). A anadlise de expressdo de gene foi realizaca com
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um ABI PRISM 7700 (PE Applied Biosystems) por uso de uma um sistema
de quantificacdo por reagdo em cadeia com polimerase (PCR) em tempo
real, com iniciadores Lux, para examinar o nivel de expresséo de cada gene.
A quantificacdo com PCR em tempo real foi realizada por uso do cADN aci-

ma como um molde e usando Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG

. (Invitrogen), de acordo com as instrugdes anexadas a ele.

Iniciadores Lux para deteccao de varios genes Wnt
foram projetados usando programa de computador de projeto de iniciador
(D-LUX™ Designer; Invitrogen) com base na informagéo de seqléncia de
nucleotideos dos genes. As sequiéncias de nucleotideos dos iniciadores Lux
usadoé para a detecgdo de varios transcritos de gene Wnt sdo como mos-
trados abaixo.
Wnt-3

(Avante) 5-CAACAGTAGCAAGGAGCATGGACTGTTG-3' (SEQID NO: 7)

(Reverso) 5-GGCTGGGTCCAGGTCGTTTA-3' (SEQ ID NO: 8)

Wnt-3a :

(Avante) 5-GACAAACCGGGAGTCAGCCTTTGTC-3' (SEQ ID NO: 9)
(Reverso) 5-TGCTGCACCCACAGATAGCA-3' (SEQ ID NO: 10)

Wnt-8a

(Reverso) 5-GTACATGCGCTCTGCTGCCATCATGTAC-3' (SEQ ID NO: 11)
(Avante) 5-GACTCGTCACAGCCGCAGTT-3' (SEQ ID NO: 12)

, A Figura 1 mostra um exemplo dos experimentos realizados con-
forme descrito acima. Os genes Wnt foram examinados em relagdo a sua
expressao entre 24 horas (1 dia) e 168 horas (7 dias) depois da indugéo de
diferenciacdo em células ES, indicando que os genes Wnt-3, Wnt-3a e Wnt-
8a mostraram elevagdes significativas em suas expresséo. Cada um desses
genes Wnt mostraram um pico de forte expresséo entre 72 e 96 horas de-
pois da inducgdo de diferenciagéo, e sua expresséo foi, entdo, diminuida de
maneira significativa a partir de 120 horas depois da indugdo de diferencia-
cdo. Portanto, nessas células ES, o periodo de elevada expressé@o de gene
Wnt pode ser determinado como sendo 72 horas depois da indugédo de dife-

renciagao.
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Os grupos tratados com um antagonista de BMP, tal como prote-
ina de Cordina ou proteina de DAN, mostraram fortes elevagdes de expres-
sdo de genes Wnt em 72 horas depois da indugéo de diferenciagao, como
no caso do grupo ndo tratado, e constatou-se que os niveis de expressao
dos genes Wnt sao significativamente mais elevados do que aqueles do gru-
po ndo tratado. Esses resultados indicam que o tratamento com antagonista
de BMP é um método capaz de se determinar mais precisamente o periodo
de elevada expressdo de gene Wnt durante a diferenciagao de' células ES.

Exemplo 2: Efeito de intensificacido de tratamento com proteina Wnt recom-

binante sobre a aparéncia de cardiomidcitos derivados a partir de células ES

a

No estagio inicial de diferenciagdo em células ES, elevagdes
transientes em expressdo de varios genes Wnt foram observados antes do
aparecimento de cardiomiécitos. Entdo, células ES nesse estagio foram tra-
tadas com proteinas Wnt recombinantes para estudar o efeito de inducéo de.
diferenciagdo em miocardio das proteinas. Indugéao de diferenciagdo de célu-
las ES foi realizada da mesma maneira como usada no Exemplo 1, exceto
gue alguns do grupos experimentais foram cultivados em meio contendo

uma proteina recombinante comercialmente disponivel de WNT-1 (Peprote-

ch), Wnt-3a (R&D Systems) ou Wnt-5a (R&D Systems). Ao tratamento de

células ES em meio suplementado com uma proteina recombinante de Wnt
candnica, tal como WNT-1, refere-se, doravante, como “tratamento Wnt".

A taxa de aparecimento de EB's exibindo batimento espontaneo
foi investigada periodicamente como um indice util da diferenciagdo e do
desenvolvimento de cardiomidcitos a partir de células ES. No grupo néo tra-
tado, a taxa de aparecimento de EBs que batem estava em torno de 20% em
13 dias depois do cultivo em suspensao, enquanto que, no grupo recebendo
tratamento Wnt durante 48 horas (2 dias) entre 48 e 96 horas depois da in-
ducdo de diferenciacdo (Wnt*-%") assim como o grupo recebendo trata-

~ mento Wnt durante 72 horas (3 dias) entre 48 e 120 horas depois da indugéao

48~120h

de diferenciagao (Wnt ), o batimento foi observado em uma percenta-

gem significativamente elevada de EBs (Figura 2A e 2B). O efeito de trata-
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mento Wnt foi tdo elevado quando comparavel aquele de tratamento com
antagonista de BMP (“Cordina” na figura).

Ao contrario, no grupo recebendo tratamento Wnt durante as
primeiras 48, 72, 96 ou 120 horas (2, 3, 4 ou 5 dias) depois da indugao de
diferenciagdo (Wnt™*®", Wnt™"2", Wnt %" ou Wnt™'?°", respectivamente), assim

COmMOo O grupo recebendo tratamento Wnt a partir de 120 ou 144 horas (5 ou

- 6 dias) depois da indugéo de diferenciagéo (Wnt'*"* ou Wnt'“""), EBs com

capacidade de batimento apareceram no mesmo nivel que no grupo nao
tratado. Além disso, em EBs a partir do grupo nio tratado e de outros grupos
com uma baixa percentagem de EBs que batem, o batimento estava limitado
a certas regioes restritas dos EBs, enquanto que foi constado que EBs a par-

48-96h o \Wnt*®-12%" exibem batimento ao longo de virtual-

tir dos grupos Wnt
mente todas as regides de sua camada de superficie, como no caso de EBs
tratados com Cordina. A saber, mesmo quando células ES foram cultivadas
em meio éontendo uma proteina Wnt durante o periodo de tempo entre ime-
diatamente depois da inducado de diferenciagdao e 24 horas antes do periodo
exibindo elevada expressao de gene Wnt (isto é, 72 horas depois da inicia-
¢ao da inducdo de diferenciacao), nao houve efeito significétivo sobre indu-
cao de diferenciacdo em miocardio).

Ao contrario, quando células ES foram cultivadas em meio con-
tendo uma proteina Wnt recombinante durante 48 horas (2 dias) ou 72 horas
(8 dias) partindo de 24 horas antes do periodo exibindo elevada expressao
de gene Wnt (isto €, 72 horas depois iniciagéo de indugéo de diferenciagéo),
houve um efeito de intensificacao significativo sobre a capacidade de dife-
renciagao em miocardio.

Esses resultados indicam que, embora o tratamento Wnt induziu
de maneira significativa a diferenciacao em miocardio a partif de células ES,
seu efeito foi observado somente durante um periodo limitado durante a in-
ducao de diferenciagao. Nos experimentos seguintes, o termo “tratamento
Wnt” é usado a significar tratamento Wnt durante 48 horas (2 dias) entre 48
e 96 horas depois de iniciagao de indugcao de diferenciagao ou durante 72
horas (3 dias) entre 48 e 120 horas depois de iniciagdo da inducao de dife-
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renciacdo, a menos se indicado de outra maneira.

Estudo ulteriores foram realizados em “tratamento Wnt” para in-
vestigar como diferencas na concentragdo de proteinas Wnt recombinantes -
adicionadas afetariam a capacidade de diferenciagdo em miocardio. Por
meio de exemplo, no caso de usar Wnt-3a, Wnt-5a e WNT-1, eles exibiram
quase a mesma dependéncia de concentracéo, e a taxa de aparecimento de
EBs que batem era significativamente mais elevada do que no grupo ndo
tratado, quando as proteinas recombinantes foram adicionadas em concen-
tracoes de 1 ng/mL a 100 ng/mL. Em particular, uma ocorréncia muito boa
de EBs que -batem foi obtida através da adicdo das proteinas Wnt em con-
centrages de 10 ng/mL a 50 ng/mL. '

Exemplo 3: Propriedades de cardiomiécitos derivados a partir de células ES

tratadas com Wnt

Conforme mostrado no Exemplo 2, o batimento de EBs prepara-
dos a partir de células ES foi aumentado de maneira significativa por t.rata-_
mento com -Wnt, e para confirmar que as células que batem nesses EBs e-
ram cardiomiocitos, estudos ulteriores foram realizados para investigar a ex-
pressdo de genes e a producgdo de proteinas de varias moléculas de marca-
dor especifico de miocardio. Da mesma maneira como-usado no Ex'emp|o 2,
células ES foram induzidas a se diferenciarem e os EBs resultantes foram
coletados em 10 dias depois de inducao de diferenciagdo para preparar
cADN. A quantificagdo por PCR em tempo real foi realizada pelo método
com sonda TagMan, isto é, por uso do cADN acima (1 puL) como um molde e
usando um TagMan Universal PCR Master Mix (PE Applied Biosystems) de
acordo com as instrugdes anexadas a ele. Sondas TagMan para detecgao
de varios genes foram projetadas usando programa de computador de proje-
to de iniciador (ABI PRISM Primer Express) com base na informagédo de se-
quéncias de nucleotideos dos genes. As sequéncias de nucleotideos dos
iniciadores e sondas TagMan usadas para a detecgdo de transcritos de GA-

- TA-4, Nkx-2.5, MLC-2a, MLC-2v e GAPDH sao conforme mostrados abaixo.

GATA-4
(Avante) 5’-ACGGAAGCCCAAGAACCTGA-3' (SEQ ID NO: 13),
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(Reverso) 5-CATTGCTGGAGTTACCGCTG-3' (SEQ ID NO: 14),

(Sonda TagMan) 5-TAAATCTAA GACGCCAGCAGGTCCTGCTG-3' (SEQ
ID NO: 15);

Nkx-2.5

(Avante) 5-TGACCCAGCCAAAGACCCT-3’ (SEQ ID NO: 16),

(Reverso) 5-CCATCCGTCTCGGCTTTGT-3' (SEQ ID NO: 17),

~ (Sonda TagMan) 5-CGGATAAAAAAGA GCTGTGCGCGC-3° (SEQ ID

NO: 18);

MLC-2a |

(Avante) 5'-CCAGGCAGACAAGTTCTCTCCT-3' (SEQ ID NO: 19),
(Reverso) 5-CTTGTAGTCAATGTTGCCGGC-3' (SEQ ID NO: 20),

(Sonda TagMan) 5-CAACTGTTTGCGCTGACACCCATGGA-3' (SEQ ID
NO: 21);

_MLC-Z\_/
(Avante) 5-GCAGAGAGGTTCTCCAAAGAGG-3’ (SEQ ID NO: 22),

(Reverso) 5-AAGATTGCCGGTAACGTCAGG-3’ (SEQ ID NO: 23),

(Sonda TaqMan) 5-ATCGACCAGATGTTCGCAGCCTTTCC-3' (SEQ |ID
NO: 24) ’

GAPDH

(Avante) 5'-TGCACCACCAACTGCTTAG-3' (SEQ ID NO: 25),

(Reverso) 5-GGATGCAGGGATGATGTTC-3' (SEQ ID NO: 26),

(Sonda TagMan) 5’-CAGAAGACTGTG GATGGCCCCTC-3' (SEQ ID NO:
27)

Quando comparados ao grupo nao tratado, EBs no grupo tratado
com Wnt (grupo Wnt*¢-12%") em 10 dias depois da indugéo da diferenciagdo
mostrou expressdo significativamente mais forte para genes GATA-4, NKkx-
2.5, MLC-2a e MLC-2v (Figura 3), assim como genes aMHC e BMHC, cada
um dos quais genes é conhecido como um marcador de cardiomidcito tipico.

Ao contrario, nos grupos Wnt & Wnt 2" and Wnt'*" exibindo
uma baixa taxa de aparecimento de EBs que batem, os niveis de expressao
dos genes de marcador eram quase 0s mesmos que no grupo nao tratado, e
substancialmente as mesmas tendéncias foram observadas para a taxa de
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aparecimento de EBs que batem e os niveis de expresséo de varios genes
de marcador de miocardio.

Subseqlientemente, o tingimento imuno-histoquimico foi realiza-
do para confirmar que células que batiam desenvolvidas em EBs, a partir
dos grupos tratados com Wnt, produziram proteinas de marcador especificas

120M em 10

de cardiomidcitos. EBs no grupo tratado com Wnt (grupo (Wnt 48~
dias depois da indugdo de diferenciagdo foram recém-envolvidas em um
composto para a preparacéo de solugdes congeladas (OCT Compound, Sa-
kura Finetek USA Inc.) e, entdo, congeladas com nitrogénio liquido. As a-
mostras congeladas foram seccionadas em 6 pm de espessura e fixadas em
laminas de vidro. Essas sec¢des congeladas foram reagidas com anticorpo
anti-miosina sarcomérica (MF20; American Type Culture Collection), anticor-
pos anti-GATA-4 (C-20; Santa Cruz) ou anticorpos anti-ka-2v.5 (N-19; Santa
Cruz), como um anticcrpo priméfio e, entao, reagidas com um anticorpo se-
cundario marcado com peroxidase de rabano silvestre (Bio-RAD), e final-
mente submetida a uma reacdo de cor com solugado de substrato de ACE (3-
amino-9-etil-carbazol) (Nichirei Corporation, Japao) e observado sob um mi-
croscopio optico.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 4. No gfupo nao

~ tratado, células positivas para proteinas de marcador especifico de cardio-

midcitos de miosina sarcomérica (“MHC” na figura), Nkx-2.5 e GATA-4 foram
observadas em um numero muito limitado de EBs. Ao contrario, no grupo
tratado com Wnt, constatou-se que a grahde maioria de células constituintes
de EB é positiva para as proteinas de marcador e foram confirmadas a for-
mar cardiosferas, como no caso do grupo tratado com antagonista de BMP
(DAN). Esses resultados provaram que células que batem derivadas a partir
de células ES tratadas com Wnt eram cardiomidcitos, e também indicaram
que esse método promoveu fortemente a diferenciagdo em cardiomiocitos e

o desenvolvimento em EBs.

- Exemplo 4: Efeito de intensificacdo de ativador de B-catenina sobre o apare-

cimento de cardiomidcitos derivados a pantir de células ES

Sabe-se que o tratamento com proteina Wnt candnica acima
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limita a acdo de GSK3p dentro de céelulas e, por meio disso, promovem a
estabilizacdo de B-catenina e sua capacidade de ativagdo de transcrigao.
Entao, estudos ulteriores foram realizados para confirmar que o tratamento
com vérias drogas capazes de promover a estabilizagdo de B-catenina e sua.
capacidade de ativagdo de transcricdo produziram um efeito de indugao de
diferenciagao em miocardio em células ES, como no caso de tratamento
com Wnt. Como drogas capazes de promover a estabilizacdo de B-catenina
e sua capacidade de ativagdo de transcricdo, foram usados os seguintes

cinco compostos. comercialmente disponiveis: inibidores de GSK3p BIO

" (Calbiochem), inibidor VIl de GSK3p (Calbiochem), inibidor de peptideo de

GSK3pB permeavel a célula (L803-mts; Calbiochem) e SB216763 (Biomol),
assim como um agonista de Wnt (Calbiochem), que promova a capacidade
de ativacdo de transcrigdo de B-catenina sem inibicdo de GSK3p. Células ES
foram induzidas a se diferenciarem da mesma maneira como usadas nos
Exemplos acima, e cultivadas em meio contendo os compostos acima duran-
te o periodo de tempo entre 48 e 120 horas (3 e 5 dias) depois da indugao
de diferenciagéo, como no caso de proteihas Wnt recombinantes.
Conforme mostrado na Figura 5, os resultados confirmaram que
os grupos tratados com os compostos acima mostraram, em suas concen-
tracdes otimas, um forte efeito de indugdo de diferenciagdo em miocardio
comparavel a ou maior do que aquele dos grupos tratados com protél’na Wnt
recombinante. Da mesma maneira como usados no Exemplo 3, EBs tratados
com esses compostos foram estudados em relacdo a sua expressao de ge-
nes de marcador de miocardio e proteinas de marcador de miocardio, indi-
cando que eles mostraram um efeito de elevagéo significativamente mais
elevado sobre a expressdo de gene e de proteina do que o grupo nao trata-

do, como no caso dos grupos tratados com proteina Wnt recombinante.

Exemplo 5: Estudo sobre padroes de expressdo de genes Wnt durante a

inducdo de diferenciacdo em células ES (2)

Células ES derivadas a partir de sagli comum, um tipo de ma-
caco (a que se refere, doravante, como “células cmES”) foram usados para
estudar a expresséo de gene Wnt durante a sua diferenciacdo. Para uso em
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experimentos, células cmES foram passadas e mantidas em um estado nao
diferenciado em fibroblastos embrionarios de camundongo primarios, trata-
dos com mitomicina, que tinham sido semeados como células alimentado-
ras, por uso de meio Knockout-DMEM (Invitrogen) contendo 20% de Knoc-
kout Serum Replacement (Invitrogen), 0,1 mmoles/L de solugdo de aminoa-
cidos ndo essencial MEM, 1 mmol/L de L-glutamina e 0,1 mmol/L de 2-
mercapto-etanol (a que se refere, doravante, como “meio cmES”), suplemen-
tado com 10 ng/mL de LIF recombinante (Alomone Labs) e 10 ng/mL de fa-
tor de crescimento de fibroblasto recombinante (Invitrogen).

O cultivo para indugao de diferenciagdo em células cmES foi
realizado de uma maneira rotineira, como se segue. Células cmES foram
lavadas com PBS e, entdo, tratadas com uma solu¢do de dissociagao de
células comercialmente disponivel para células ES de primatas (ReproCELL)
a 37°C durante 5 minutos, para coletar uma suspens&o celular contendo a-
gregados de células cmES. A seguir, para separar as células cmES das ce-
lulas alimentadoras, a suspensao de células foi passada através de uma ma-
lha de 100 um de tamanho de poro e a fragdo de células passadas foi, en-
tdo, passada através de uma malha de 40 um de tamanho de poro, para co-
letar a fracdo ndo passada permanecendo sobre a malha. Essa fragdo nao
passada contendo agregados de células cmES foi ulteriormente semeada
em uma placa de cultura comercialmente disponivel com elevada fixagéo de
células (Primaria; Becton Dickinson) e cultivadas durante 30 minutos, segui-
do por colecdo de agregados celulares flutuando no meio sem aderir a placa.
Os agregados de células cmES assim obtidos foram induzidos a se diferen-
ciar em EBs por cultivo em uma placa de cultura ndo adesiva as células co-
mercialmente disponivel (HydroCell; CellSeed) preenchida com meio cmES,
enquanto se evita que os agregados celulares entrem em contato com e adi-
ram umas com as outras.

Os EBs assim preparados foram coletados periodicamente, € 0
ARN total foi preparado com um mini kit RNeasy (Qiagen). cADN foi, entao,
sintetizado com transcriptase reversa e analisado por PCR para detectar a

expressdo de gene Wnt-3 - de sagli comum (cmWnt-3) e p-actina
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(cmPBActina) servindo como um controle endégeno. Os iniciadores usados
para a deteccdo sao conforme mostrado abaixo.

cmwWnt-3

(Avante) 5-GAGGTGAAGACCTGCTGGTGGGC-3' (SEQ ID NO: 28)
(Reverso) 5'-GTTGGGCTCACAAAAGTTGG-3’ (SEQ ID NO: 29)

cmpBActina

 (Avante) 5-TCCTGACCCTGAAGTACCCC-3’ (SEQ ID NO: 30)

(Reverso) 5’—GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC-S’ (SEQ ID NO: 31)

A Figura 6 mostra um exemplo dos experimentos realizados con-
forme descrito acima. Os genes foram examinados em relagdo a sua ex-
p'ressa”io entre 24 horas (1 dia) e 168 horas (7 dias) depois da indug&o de
diferenciacdo em células cmES, indicando que o gene Wnt-3 exibiu um pico
de forte expressado entre 72 e 120 horas depois da indugao de diferenciagao,
e, entdo, sua expressido desapareceu (Figura 6). Portanto, nessas células
ES, o perfodo de elevada expressdo de gene Wnt-3 pode ser determinada
como sendo de 72 horas depois da indugdo de diferenciagéo, por meio do
qué se obtém'quase 0S mesmos resultados que em células ES de camun-
dongo. | ‘

Exemplo 6: Efeito de intensificacdo de tratamento com proteina Wnt recom-

binante sobre a aparéncia de cardiomidcitos derivados a partir de células ES

2

v Células cmES foram usados para estudar o efeito de tratamento
com proteina Wnt recombinante. Da mesma maneira que a usada no Exem-
plo 5, células cmES foram cultivadas e induzidas a se diferenciar. Nesse ca-
so, alguns dos grupos experimentais foram cultivadas durante 72 horas (3
dias) entre 48 e 120 horas depois de indugéo de diferenciagdo em meio con-
tendo uma proteina recombinante comercialmente disponivel WNT-1 (Pe-
proTech), Wnt-3a (R&D Systems) ou WNT-7A (R&D Systems).

Para confirmar a diferenciacdo e o desenvolvimento de cardio-
midcitos a partir das células cmES, os EBs resultantes foram observados em
relacdo a sua capacidade de batimento esponténeo e também investigadas

em relagdo a expressdo de genes e de proteinas de varias molécuias de
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marcador especifico de miocardio. No grupo nao tratado, 10% ou menos dos
EBs exibifam batimento parcial cerca de 2 semanas depois da indugdo de
diferenciagdao. Ao contrario, nos grupos tratados com Wnt, o batimento es- -
pontdneo se iniciou cerca de 10 dias depois da indugéo de diferenciagéo, e
quase metade dos EBs exibiram batimento em 16 dias depois da indugao de
diferenciagao.

Além disso, para a anélise de genes expressos, EBs foram cole-
tados em 10 dias depois da indugdo de diferenciagdao para detectar a ex-
pressdo de varios genes de marcador da mesma maneira que a usada no
Exemplo 5. Os iniciadores usados para a deteccdo de transcritos de Nestina
de sagui comum, ANP, MLC-2a e MLC-2v (a que se refere, doravante, como
cmNestina, cmANP, cmMLC-2a e cmMLC-2v, respectivamente) sao confor-
me mostrados abaixo.
cmNestina
(Avante) 5-GCCCTGACCACTCCAGTTTA-3’ (SEQ ID NO: 32),

(Reverso) 5’-GGAGTCCTGGATTTCCTTCC-3' (SEQ ID NO: 33)
cmANP ' ' '
(Avante) 5’-GAACCAGAGGGGAGAGACAGA-3’ (SEQ ID NO: 34),
(Reverso) 5’-CCCTCAGCTTGCTTTTTAGGAG-3' (SEQ ID NO: 35) |
cmMLC-2a

(Avante) 5’-GAGGAGAATGGCCAGCAGGAA-3' (SEQ ID NO: 36),
(Reverso) 5-GCGAACATCTGCTCCACCTCA-3' (SEQ ID NO: 37)
cmMLC-2v |

(Avante) 5-AGGAGGCCTTCACTATCATGG-3' (SEQ ID NO: 38),
(Reverso) 5’-GTGATGATGTGCACCAGGTTC-3’ (SEQ ID NO: 39)

Quando comparados ao grupo nao tratado, EBs no grupo tratado
com Wnt-3a em 10 dias depois da indugcao de diferenciagdo mostraram ex-
pressdo significativamente mais forte para genes de marcador de cardiomio-
cito tipicos cmANP, cmMLC-2a e cmMLC-2v (Figura 7). Resultados similares
também foram obtidos para EBs no grupo tratado com WNT-1.

Ao contrario, a expressao de cmNestina, conhecida como um

marcador neuronal, foi reduzida de maneira significativa nos grupos tratados
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com Wnt.

Subseqiientemente, o tingimento imuno-histoquimico foi realiza-
do da mesma maneira que a usada no Exemplo 2 para confirmar que células
que batem se desenvolveram em EBs a partir dos grupos tratados com Wnt
eram cardiomidcitos que produzem proteinas de marcador especificas. A
partir de EBs nos grupos tratados como Wnt (Wnt-3a, WNT-1) em 16 dias

. depois da indugédo de diferenciagdo, segdes congeladas foram preparadas e

reagidas com anticorpo anti-miosina sarcomérica, anticorpo anti-GATA-4 ou
anticorpo antiv-ka-2.5 como um anticorpo primario. Depois de reagéo de cor,
essas sec;oes foram observadas sob um microscépio optico. |
Como um resultado, no grupo nao tratado, células positivas para
proteinas de marcador especificas de cardiomiécitos de miosina sarcomérica
e GATA-4 foram observadas em um nimero muito limitado de EBs, e houve

‘poucas cé!,l! positivas para Nkx-2.5. Ao contrario, nos grupos tratados

com Wnt- 3a ou WNT-1, constatou-se que a grande maioria de células consti-
tuindo EB sao positivas para essas proteinas de marcador (Figura 8). Resul-
tados similares foram também obtidos pafa EBs no grupo tratado com WNT-
7A. | |

Esses resultados indicaram que o tratamento com Wnt téve um
efeito de promogao significativo sobre a indugéo de diferenciagdo em mio-
cardio ndo somente em células ES de roedores, mas, também, em células -

ES de primatas.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
<110> Asubio Pharma Co., Ltd.
<120> METODO PARA INDUCAO DE DIFERENCIACAO DE CELULAS TRONCO PLURI-
POTENTES EM CARDIOMIOCITOS
<130> FA0011-07070
<160> 27
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 370
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 1
Met Gly Leu Trp Ala Leu Leu Pro Ser Trp Val Ser Thr Thr Leu Leu

15

3
o

1 5
Leu Ala Leu Thr Ala Leu Pro Ala Ala Leu Ala Ala Asn Ser Ser Gly
20 25 30
Arg Trp Trp Gly Ile Vval Asn Ile Ala Ser Ser Thr Asn Leu Leu Thr
35 40 45
Asp Ser Lys Ser Leu Gln Leu Val Leu Glu Pro Ser Leu Gln Leu ﬁeu
50 55 _ 60
Ser'Arg Lys Gln Arg Arg Leu Ile Arg Gln Asn Pro Gly Ile Leu His
65 A 70 75 80
Ser Val Ser Gly Gly Leu Gln Ser Ala Val Arg Glu Cys Lys Trp Gln
85 90 95
Phe Arg Asn Arg Arg Trp Asn Cys Pro Thr Ala Pro Gly Pro His Leu
100 105 110
Phe Gly Lys Ile Val Asn Arg Gly Cys Arg Glu Thr Ala Phe Ile Phe
115 120 125
Ala Ile Thr Ser Ala Gly Val Thr His Ser Val Ala Arg Ser Cys Ser
130 135 140
Glu Gly Ser Ile Glu Ser Cys Thr Cys Asp Tyr Arg Arg Arg Gly Pro

145 150 155 160
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Gly Gly Pro

165

Gly Arg Leu
180

Asp Leu Arg

195

Thr Val Phe
210

Gly Ser Cys

225

Ala Vél Gly

245

Leu Tyr Gly

260

'Arg Leu Glu

275
Leu vVal Tyr
290
Leu Gly Thr
305
Ala Leu Asp
325
Arg Thr Gln
340
Cys.His val
355
Cys Leu
370
<210> 2
<211> 352

<212> PRT

Asp Trp His
170
Phe Gly Arg
185
Phe Leu Met
200
Ser Glu Met
215
Thr Val Arg
230
Asp Val Leu
250
Asn Arg Gly
268
Pro Glu Asp
280
Pheleu Lys
295
Ala Gly Thr
310
Gly Cys Glu
330
Arg Val Thr
345
Ser Cys Arg

360

<213> Mus musculus

‘"Pro

53

Trp Gly Gly
175
Glu Phe Val
190
Asn Leu His
205
Arg Gln Glu
220
Thr Cys Trp
235
Arg Asp Arg
255
Ser Asn Arg
270
Ala His
285
Ser Pro Asn
300
Ala Gly Arg
315
Leu Leu Cys
335
Glu Arg Cys
350
Asn Cys Thr

365

Cys

Asp

Asn

Cys

Met

240

Phe

Ala

Lys

Phe

Ala

320

Cys

Asn

His

Ser

Ser

Asn

Lys

Arg

AsSp

Ser

Pro

Cys

Cys

Gly

Cys

Thr

Asp

Gly

Glu

Cys

Leu

Gly

Arg

Pro

Thr

Asn

Arg

Thr

Arg

Asn

Glu

Ala

His

Pro

Ala

Ala

Ser

Tyx

Ser

Gly

Phe

val

Ile

Lys

Gly

Gly

Thr

Ser

Glu

Pro

Ser

Ser

His

His

Leu

Asp

Gly

Arg

Met

Leu

Arg

Leu

His

Gly

Ser

Arg

Trp

His

Phe

Thr

Ser

Arg
val
Leu
Asp‘
Arg
Pro
Thr
Cys

Glu



10

15

20

25

30

<400> 2
Met Ala Pro
1 5
Leu Gly Ser
20
Ser Ser Leu
35
Val Pro Lys
50°
Ser Val Ala
65
Phe Arg Gly
85
Ile Phe Gly
100
His Ala Ile
115
Ala Glu Gly
130
Ser Pro Gly
145
Phe Gly Gly
165
Pro Asp Ala
180
Gln Ala Ile
195
Ser Gly Ser
210
Aré Thr Ile
225

Met Val Vval

70

Leu Gly Tyr
10
Tyr Pro Ile
25
Ser Thr Gln
40
Gln Leu Arg
55
Glu Gly Vval
75
Arg Arg Trp
90
Pro Val Leu
105
Ala Ser Ala
120
Ser Ala Ala
135
Glu Gly Trp
150
Met Val Ser
170
Arg Ser Ala
185
Ala Ser His
200
Cys Glu Vval
215
Gly Asp Phe
230

Glu Lys His

54

Leu Leu Val
15
Trp Trp Ser
30
Pro Ile Leu
45
Phe Cys Arg
60
Lys Ala Gly
80
Asn Cys Thr
95
Asp Lys Ala
110
Gly val Ala
125
Ile Cys Gly
140
Lys Trp Gly
155
Arg Glu Phe
175
Met Asn Arg
190
Met His Leu
205
Lys Thr Cys
220
Leu Lys Asp
235

Arg Glu Ser

Leu

Leu

Cys

Asn

Ile

Thr

Thr

Phe

Cys

Gly

160

Ala

His

Lys

Trp

Lys

240

Arg G

Cys

Ala

Ala

TVr

Gln

val

Ara

Ala

Ser

Cys

Asp

Asn

Cys

Trp

Tyr

Ser

val

Ser

val

Glu

Ser

Glu ¢

val

Ser

Ser

Ala

Asn

Lys

Ser

Asp

Trp

Leu

Gly

Ile

Glu

Cys

Asn

I}
=

Thr

Arg

Glu

Arg

Glu

Cys

Gln

Ser

val

Lys

Pro

Pro

Ile

Gln

Ser

Arg

Leu

Asp

Glu

Ala

His

Pro

Ala

Glu

Gln

Gln

Gly

Met

His

Leu

'
13

1]

Ser

Gln

Ile

Asn

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

Pro

Gln

Ala

Cys

Gly

Glu

Arg

Arg

Leu

Phe

Glu

Leu



10

15

20

25

30

245
Arg Pro Arg
260
Tyr Tyr Glu
275
Ser Phe Gly
290
Asp Gly Cys
305
Glu Arg Arg
325
Val Ser Cys
340
<210> 3
<211> 379
<212> PRT
<213>
<400> 3
Met ‘Lys Lys
1 5
Ala'Gly Gly
20
Phe Phe Ser
35
Leu Gly Met
50
Ala Gln Pro
65
Lys Leu Cys

85

70

250
Tyr Thr Tyr
265
Ala Ser Pro
280
Thr Arg Asp
295
Asp Leu Leu
310
Arg Glu Lys
330
Gln Glu Cys

345

Mus musculus

Pro Ile Gly
10

Ala Met Ser

25

Phe Ala Gln
40

Asn Asn Pro

55
Leu Cys Ser

His Leu

Tyr
90

75

55

255

Phe Lys Val
270

Asn Phe Cys

285

Arg Thr Cys
300

Cys Cys Gly

315

Cys His Cys

335

Thr Arg Val

350

Ile Leu Ser
15
Ser Lys Phe
30
Val val Ile
45

Val Gln Met

60

Gln Leu Ala
80

Gln Asp His

95

Ala Lys Thr Gly Ile Lys Glu Cys Gln

100

105

110

Pro

Glu

Asn

320

val

Tyxr

Pro

Phe

Glu

Ser

Gly

Met

Tyr

Thr
Pro
Val
Gly
Phe

Asp

Gly
Leu
Ala
Glu
Leu
Gln

Gln

Glu

Asn

Ser

His

His

val

val

Met

Asn

val

Ser

TYxX

Phe

Arg

Pro

Ser

Asn

Trp

His

Ala

Ala

Ser

Tyr

Gln

Ile

Arg

Asp

Glu

His

Ala

Cys

Thr

Leu

Leu

Trp

Ile

Gly

Gly

His

Leu

Thr

Gly

Arg

Cys

Cys

Gly

Ala

Trp

Ile

Gln

Glu

Arg

val

Gly

Ile

Thr

Tyr

Lys

Thr

Thr

Ser

Gly

Lys

Gly

Arg
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~ Thr Cys

‘Gly Arg

Trp Asn Cys
115
Gln Ile Gly
130
Gly Vval val
145
Gly
165
Leu Trp Gly
180
Lys Glu Phe
195
Ser Tyr Glu
.210
Arg
225
Gly val Ser
245
Asp Phe Arg
260
Ala Ala Met
275
Arg Phe Asn
290
Pro Asp Tyr
305
Gly Arg Leu
325
Met Cys Cys
340
Arg Cys His

355

Ser Thr val

120
Ser Arg Glu
135
Asn Ala Met
150
Cys Ser Arg
170
Gly CYs Gly
185
vVal Asp Ala
200
Ser Ala Arg
215
Thr Val Tyr
230
Giy Ser Cys
250
Lys Val Gly
265
Arg Leu Asn
280
Ser Pro Thr
295
Cys Val Arg
310
Cys Asn Lys
330
Gly Arg Gly
345
Cys Lys Phe

360

56

Asp Asn Thr
125
Thr Ala Phe
140
Ser Arg Ala
155
Ala Arg Pro
175
Asp Asn Ile
190
Arg Glu Arg
205
Ile Leu Met
220
Asn Leu Ala
235
Ser Leu Lys
255
Asp Ala Leu
270
Ser Arg Gly
| 285
Thr Gln Asp
300
Asn Glu Ser
315
Thr Ser Glu
335
Tyr Asp Gln
350
His Trp Cys

365

Ser
Thr
Cys
160
Lys
Asp
Glu
Asn
Asp
240
Thr
Lys
Lys
Leu
Thr
320
Gly

Phe

Cys

val

Tyr

Asp

Tyr

Arg

Leu

val

Cys

Glu

Leu

val

Gly

Met

Lys

Tyxr

Phe

Ala

Glu

Leu

Gly

Ile

His

Ala

Trp

Lys

val

TYyr

Ser

Asp

Thr

val

Gly

val

Gly

Pro

His

His

Asn

Cys

Leu

TYyr

Gln

Ile

Leu

Gly

val

Lys

Arg

Ser

Glu

Arg

Pro

Ala

Asn

Lys

Gln

Asp

val

Asp

Gly

Cys

Gln

Cys

val

Ala

Leu

Asp

Phe

Lys

Glu

Cys

Leu

Ser

Asn

Pro

Thr

Glu

Thr

Lys

Met

Ala

Ser

Trp

Ala

Gly

Ala

His

Ala

Ala

Ser

Ser

Gln

Leu

Glu

Lys
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57

Cys Thr Glu Ile Val Asp Gln Phe Val Cys Lys

370
<210> 4
<211> 354
<212> PRT
<213>
<400> 4
Met Gly His
1 ' 5
Ala Leu Gly

20
Pro Lys Ala
35
Ile Gly Ile

50
Cys Pro Glu
65
Ala Thr Arg

85
Met Tyr Ala

100
Gly Cys Asp
115
Trp Gly Gly

130
Leu Phe Val
145
Asn Leu His

165
Lys Arg Thr
180

Thr Cys Trp

70

375

Mus musculus

Leu Leu Met
10
Ala Ser Ala
25
Tyr Leu Thr
40
Glu Glu Cys
55
His Ala Phe
75
Glu Thr Ser
90
val Thr Lys
105
Glu Ser Gln
120
Cys Ser Asp
135
Asp Ser Leu
150
Asn Asn Arg
170
Cys Lys Cys
185

Leu Gln Leu

Leu Trp Val
15
Trp Ser Val
30
Tyr Thr Ala
45
Lys Phe Gln
60
GlnvPhe Ser
80
Phe Ile His
95
Asn Cys Ser
110
Asn Gly Lys
125
Asn Val Glu
140
Glu Lys Gly
155

Ala Gly Arg

175

His Gly Ile
190

Ala Asp Phe

Ala

Asn

Ser

Phe

Thr

Ala

Met

Thr

Phe

Lys

160

Leu

Ser

Arg

Ala

Asn

val

Ala

His

Ile

Gly

Gly

Gly

Asp

Ala

Gly

Gln

Gly
Phe
Ala
Trp
Asn
Arg
A;p
Gly
Glu
Ala
val
Ser

Met

Met

Leu

Leu

Glu

Arg

Ser

Leu

His

Lys

Arg

Arg

Cys

Gly

Cys

Ile
Gly
Arg
Leu
Ala
Glu
Gly
Ile
Ala
Ala
Sgr

Asn

Tyr

Thr

Ala

Trp

Arg

Ala

Asn

Trp

Ser

Leu

Ser

Ile

TYY

Pro

Gly

Gln

Asn

Ala

Ile

Cys

Ile

Arg

val

Thr

Gln

Leu
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195
Lys Ala Lys
210
Leu Arg Ala
225
Phe Leu Pro
245
Asp Tyr Cys
260
Arg Glu Cys
275
Ser Cys Gly

290

Arg Ala Glu’

305

Thr Vval -Lys
325

Thr Arg Pro

340

~Ala Trp

<210> 5
<211> 352

<212> PRT

200
Tyr Asp Arg
215
Gly Asn Arg
230
Ser Thr Glu
250
Asn ArgbAsn
265
Leu Gln Asn
280
Arg Leu Cys
295
Ala VvVal Ser
310
Cys Gly Gln
. 330
val Gly Ser

345

<213> Homo sapiens

<400> 5

58

205
Ala Leu Lys
220
Ala Glu Gly
235
Ala Glu Leu
255
Ala Ser Leu
270
Ala Arg Ser
285
Thr Glu Cys
300
Ser Cys Asp
315
Cys Arg Arg
335
Ala Arg Pro

350

Ile

Arg

240

Ile

Ser

Ala

Gly

Cys

320

Val

Arg

Glu

Trp

Phe

Ile

Ser

Leu

Asn

val

Gly

Met

Ala

Leu

Gln

Arg

Gln

Phe

Ser

Arg

Asp.

Leu

Glu

Gly

Arg

val

Gln

Arg

Gly

Lys

Thr

Gly

Thr

Glu

Glu

Trp

Tyr

Lys

Arg

Glu

Ser

Glu

Gln

Glu

Cys

TyTr

Asp

Gln

Ala

Pro

Gly

Arg

Cys

Cys

Ser

Met Ala Pro Leu Gly Tyr Phe Leu Leu Leu Cys Ser Leu Lys Gln Ala

1 5

10

15

Leu Gly Ser Tyr Pro Ile Trp Trp Ser Leu Ala Val Gly Pro Gln Tyr

20

25

30

Ser Ser Leu Gly Ser Gln Pro Ile Leu Cys Ala Ser Ile Pro Gly Leu

35

40

45




10

15

20

25

30

Val Pro Lys
50
Ser Vval Ala
65
Phe Arg Gly
85
Ile Phe Gly
100
His Ala Ile
115
Ala Glu Gly
130
Ser Pro Gly
145
Phe Gly Gly
165
Pro Asp Ala
180
Gln Ala Ile
195
Ser Gly Ser
210
Arg Ala Ile
225
Met Val Vval
245
Arg Pro Arg
260
Tyr Tyr Glu
275
Ser

Phe Gly

290

70

Gln Leu Arg
55
Glu Gly Ile
Arg Arg Trp
90
Pro Val Leu
105
Ala Ser Ala

120
Thr Ala Ala
135
Lys Gly Trp
150
Met Val Ser
170
Arg Ser Ala
185
Ala Ser His
200
Cys Glu val
215
Gly Asp Phe
230
Glu Lys His
250
Tyr Thr Tyr
265
Ala Ser Pro
280
Thr Arg Asp

295

75

59

Phe Cys Arg
60
Lys Ile Gly
80
Asn Cys Thr
95
Asp Lys Ala
110
Gly val Ala
125
Ile Cys Gly
140
Lys Trp Gly
155
Arg Glu Phe
175
Met Asn Arg
190
Met His Leu
205
Lys Thr Cys
220
Leu Lys Asp
235
Arg Glu Ser
255
Phe Lys Val
270
Asn Phe Cys
285
Arg Thr Cys

300

Asn

Ile

Thr

Thr

Phe

Cys

Gly

160

Ala

His

Lys

Trp

Lys

240

Arg

Pro

Glu

Asn

Tyr

Gln

val

Arg

Ala

Ser

Cys

Asp

Asn

Cys

Trp

Tyr

Gly

Thr

Pro

val

val

Glu

His

Glu

val

Ser

Ser

Ala

Asn

Lys

Ser

Asp

Trp

Glu

Asn

Ser

Glu

Cys

Asp

Ser

Thr

Arg

Glu

Arg

Glu

Cys

Gln

Ser

val

Arg

Pro

Ser

Ile

Gln

Ser

Ala

Arg

His

Asp

Glu

Ala

His

Pro

Ala

Glu

Asp

Glu

His

Met

His

Leu

Phe

Ser

Gln

Ile

Asn

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

Leu

Thr

Gly

Pro

Gln

Ala

val

Cys

Gly

Glu

Arg

Arg

Leu

Phe

Glu

Leu

Val

Gly

Ile
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Asp Gly Cys Asp Leu Leu

305

310

Glu Arg Arg Arg Glu Lys

325

330

Val Ser Cys Gln Glu Cys

340
<210>" 6
<211> 355
<212> PRT
<213>
<400> 6
Mét Gly Asn
1 5
Ala Phe Ser

20
Pro Lys Aia

35
Ser Gly Ile
50
Cys Pro Glu
65
Ala Thr Arg
85
Met Tyr Ile
100
Gly Cys Asp
115
Trp Gly Gly
130
Leu Phe Val

145

Asn Leu His

345

Homo sapiens

Leu Phe

‘Ala Ser
25
Tyr Leu
. 20
Glu Glu
55

Asn Ala

70

Glu
Ile Thr
1
Gly Ser
120
Cys Ser
135
Asp Ser

150

Asn Asn

Met

10

Ala

Thr

Cys

Leu

75

Thr Ser Phe

90

Lys

05

Asn

Asp

Leu

Arg

60

Cys Cys Gly

315

Cys Arg Cys
335

Thr Arg Val

350

Leu Trp Ala
15
Trp Ser Val
30
Tyr Thr Thr

45

Lys Phe Gln

60
Gln Leu Ser
80

Ile His
95

Asn Cys Ser
110

Asn Gly Lys

125

Asn Val Glu
140

Glu Lys Gly

155

Ala Gly Arg

Arg
320

val

TYr

Ala

Asn

Ser

Phe

Thr

Ala

Met

Thr

Phe

Lys

160

Leu

Gly His Asn Ala Arg Ala

Phe His Trp Cys Cys Tyr

Asp Val His Thr Cys Lys

Leu

Asn

val

Ala

His

Ile

Gly

Gly

Gly

Asp

Ala

Gly

Phe

Ala

Trp

Asn

Ser

Asp

Gly

Glu

Ala

Val

Ile

Leu

Leu

Glu

Arg

Ser

Phe

His

Arg

Arg

Arg

Cys

Ile

Gly

Arg

Leu

Ala

Glu

Gly

Ile

Ala

Ala

Cys

Thr

Ala

Trp

Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

Thr

Ala

Gly

Gln

Asn

Ser

val

Cys

Ile

Lys

Met

Met
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165
Lys Arg Thr
180
Thr Cys Trp
195
Lys Ala Lys
210
Leu Arg Ala
225 -
Phe Leu Pro
245
Asp Tyr Cys
260
Arg»Glu Cys
275
Ser Cys Gly
290
Lys Thr Glu
305
Thr Val Lys
325
Ala Arg Ser
340
Val Tyr Ile
355
<210> 7
<211> 28
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 7

170
Cys Lys Cys
185
Leu Gln Leu
200
Tyr Asp Gln
215
Gly Asn Ser
230
Ser Ala Glu
250
Thr Cys Asn
265
Leu Gln Asn
280
Arg Leﬁ Cys
295
Val Ile Ser
310
Cys Asp Gln
330
Pro Gly Ser

345

Artificial

61

175
His Gly Ile
190
Ala Glu Phe
205
Ala Leu Lys
220
Ala Glu Gly
235
Ala Glu Leu
255
Ser Ser Leu
270
Ser His Asn
285
Thr Glu Cys
300
Ser Cys Asn
315
Cys Arg His
335
Ala Gln

Ser

350

Iniciador Avante para Wnt-3

Ser
Arg
Ile
His
240
Ile
Gly
Thr
Gly
Cys
320

Val

Leu

Gly

Glu

Glu

Trp

Phe

Ile

Ser

Leu

Lys

val

Gly

Ser

Met

Met

val

Leu

Tyr

Arg

Gln

Phe

Ser

Arg

Cys

Gly

Asp

Pro

Glu

Gly

Trp

val

Gln

Lys

val

Ser

Asp

Lys

Ala

Glu

Thr

Glu

Glu

Trp

Tyr

Trp

Ile

Tyx

Glu

Ser

Glu

Arg

Glu

Cys

Tyr

Phe

Gln
Leu
Gln
Ala
Pro
Gly
Arg
Arg
e
Cys

Gly
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62

caacagtagc aaggagcatg gactgttg 28
<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador Reverso para Wnt-3

<400> 8

ggctgggtcc aggtcgttta ) 20
<210> 9

<211>‘25

<212> ADN

<213> Artificial

_<220>

' <223> Iniciador Avante para Wnt-3a

<400> 9

gacaaaccgg gaétcagcct ttgtc | 25
<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador Reverso para Wnt-3a

<400> 10

tgctgcacce acagatagca ‘ 20
<210> 11

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador Avante para Wnt-8a

<400> 11
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63

gtacatgcge tctgctgceca tcatgtac 28

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

12
20
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para Wnt-8a

12

gactcgtcac agccgcagtt 20

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

13
20
ADN

Artificial

Iniciador Avante para GATA-4

13

acggaagccc aagaacctga ' ' 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

14
20
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para GATA-4

14

cattgctgga gttaccgctg 20

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

15
29
ADN

Artificial

Sonda para GATA-4

15
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64

taaatctaag acgccagcag gtcctgctg 29

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

16
19
ADN

Artificial

Iniciador Avante para Nkx-2.5

16

tgacccagcc aaagaccct 19

<210>
<211>
<212>

<213>

_<220>

<223>

<400>

17
19
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para Nkx-2.5

17

ccatccgtct cggctttgt 19

<210>

<211>

o <212>

<213>

<220>
<223>

<400>

18
24
ADN

Artificial

Sonda para Nkx-2.5

18

cggataaaaa agagctgtgc gcgc 24

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

$400>

19
22
ADN

Artificial

Iniciador Avante para MLC-2a

19




10

15

20

25

30 .

65

ccaggcagac aagttctctc ct 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

20
21
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para MLC-2a

20

cttgtagtca atgttgccgg c 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220?
<223>

<400>

21
26
ADN

Artificial

Sonda para MLC-2a

21

caactgtttg cgctgacacc catgga

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

22
22
ADN

Artificial

Iniciador Avante para MLC-2v

22

gcagagaggt tctccaaaga gg 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

23
21
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para MLC-2v

23

26
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aagattgccg gtaacgtcag g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

- <223>

<400>

24
26
ADN

Artificial

Sonda para MLC-2v

24

atcgaccaga tgttcgcagc ctttcc

- <210>

<211>
<212>
<213>
€220>
<223>

<400>

25
19
ADN

Artificial

Iniciador Avante para GAPDH

25

tgcaccacca actgcttag 19

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

26
19
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para GAPDH

26

ggatgcaggg atgatgttc 19

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

27
23
ADN

Artificial

Sonda para GAPDH

27

21

26
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cagaagactg tggatggccc ctc 23

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

28
23
ADN

Artificial

Iniciador Avante para cmWnt-3

28

gaggtgaaga cctgctggtg ggc 23

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

29
20
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para cmWnt-3

29

gttgggctca caaaagttgg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

30
20
ADN

Artificial

Iniciador Avante para cm beta-Actin

30

tcctgaccet gaagtacccce 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

31
20
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para cm beta-Actin

31
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gtggtggtga agctgtagcc 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

32

20
ADN

Artificial

Iniciador Avante para cmNestin

32

gccctgacca ctccagttta ) 20

<210>
<211>
<212>
<213>
%220>
<223>

<400>

33

20
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para cmNestin

33

ggagtcctgg atttccttcece 20

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

gaaccagagg ggagagacag a

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

34
21
ADN

Artificial

Iniciador Avante para CmANP
34

21
35
22
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para CmANP

35
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ccctcagectt gectttttagg ag 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

36
21
ADN

Artificial

Iniciador Avante para cmMLC2a

36

gaggagaatg gccagcagga a 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

37
21
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para cmMLC2a

37

gcgaacatct gctccacctcec a ‘ 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

38
21
ADN

Artificial

Iniciador Avante para cmMLC2v

38

aggaggcctt cactatcatg g 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

39
21
ADN

Artificial

Iniciador Reverso para cmMLC2v

39
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70
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REIVINDICACOES

1. Método para inducdo de diferenciacdo em cardiomiécitos a
partir de células tronco pluripotentes, que compreende:

i) o cultivo das células tronco pluripotentes em um meio de cultu-
ra ndo contendo qualquer substancia que promova a ativagdo da via de sina-
lizagdo Wnt candnica durante o periodo de tempo entre o inicio da indugao
de diferenciagdo e 24 horas antes do periodo de elevada expressao de gene
Wnt candnico; e, entédo

ii) o cultivo das células tronco pluripotentes em um meio de cul-
tura contendo uma substancia, que promova a ativagdo da via de sinalizagéo
Whnt candnica durante um periodo de tempo de 24 a 96 horas, partindo de 24
a 0 horas antes do periodo de elevada expressado de gene Wnt candnico.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual as células
tronco pluripotentes sdo cultivadas em um meio de cultura contendo_uma
substancia que promova a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt canonica, par-
tindo de 24 horas antes do periodo de elevada expressédo de gene Whnt ca-
nénico. ' ' |

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, no qual as ce-
lulas tronco pluripotentes sao cultivadas em um meio de cultura contendo
uma substancia que promove a ativagao da via de sinalizagdo Wnt canénica
durante um periodo de tempo de 48 a 72 horas.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3, no qual a substancia que promove a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt
candnica é uma substédncia selecionada a partir do grupo consistindo em
uma proteina candnica, um inibidor de GSK3p e um agonista de Wnt.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 4, no qual a substan-
cia que promove a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt candnica € uma prote-
ina Wnt candnica.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 5, no qual a prote‘ina'
candnica é pelo menos uma proteina Wnt selecionada a partir do grupo con-
sistindo em Wnt-1, Wnt-3a e Wnt-5a.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 5 ou 6, no qual a con
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centracdo da proteina Wnt candnica no meio de cultura é de 0,1 ng/mL a
500 ng/mL.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 4, no qual a substan-
cia que promove a ativagao da via de sinalizagdo Wnt candnica € um inibidor
de GSKS3.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 8, no qual o inibidor
de GSK3p € pelo menos um inibidor selecionado a partir do grupo consistin-
do em inibidor VIl de GSK3B, L803-mts, SB216763 e inibidor IX de GSK3p
(BIO).

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 8 ou 9, no qual a
concehtragéo do inibidor de GSK3p no meio de cultura é de 2 pmoles/L a
100 umoles/L para inibidor VIl de GSK3p, 5 umoles/L a 500 pmoles/L para
L803-mts, 10 nmoles/L a 1 umol/L para SB216763 ou 10 nmoles/L a 1
umol/L para inibidor IX de GSK3p (BIO).

| 11. Método, de acordo com a reivindicagao 4, no qual a substan-
cia que promove a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt candnica € um agonis-
ta de Wnt. |

12. Método, de acordo com a reivindicagao 11, no qual o agonis-
ta de Wnt € um derivado de aminopirimidina.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 11 ou 13, no qual a
concentragao do agonista de Wnt no meio de cultura € de 1 nmoI/L} a 1.000
nmoles/L.

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
13, no qual as células tronco pluripotentes sdo células tronco embrionarias,
células germinativas embrionarias ou células tronco de linhagem germinati-
va. |

15. Método, de acordo com a reivindicagao 14, no qual as célu-
las tronco pluripotentes sédo células tronco embrionarias. '

16. Método, de acordo com a reivindicagao 14 ou 15, no qual as
células tronco pluripotentes sao de origem humana. |
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FIG. 2a
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FIG. 3a
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- RESUMO S
Patente- de Invengao: "'MéTdDo PARA INDUGAO DE DlFERENClAQi\O‘
DE CELULAS TRONCO PLURIPOTENTES EM CARDIOMIOCITOS“
A presente invengdo fornece um método para a indugao de dn‘e-
renciagédo em card:omlocnos de maneira efncuente e seletlva a partir de celu-
las tronco. V

Um método para indugdo de diferenciagdo em cardiomidcitos a

- partir de células tronto pluripotentes, q'ue compreende: (i) o cultivo das i:élu- :

las tronco pluripotentes em um meio de cultura nao contendo qualquer subs-
tancia que promova a atlvacao da via de smallzagao Whnt candnica durante o
perlodo de tempo entre o inicio da mdugao de diferencnagao e24 horas an-
tes do periodo de elevada expressé@o. de gene Wnt canomco e, entao (ii) o

- cultivo das células tronco pluripotentes em um meio de cultura contendo uma

subs_ténqia, que promova a ativa§éo da via de sihali‘zagéo Wnt canc‘mica du-
' rante um periodo de tem;’:\)b de 24 a 96 horas, partindo de 24 a 0 horas antes

“do periodo de elevada expressdo de gene Wnt canénico..

~

- PWt9-0
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