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SAO AQUI PROPORCIONADOS PERFUSATO PLACENTARIO, CELULAS DE PERFUSATO

PLACENTARIO E CELULAS ASSASSINAS NATURAIS INTERMEDIAS DERIVADAS DE PLACENTA,
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TRATAR INDIVIDUOS POSSUINDO CELULAS TUMORAIS. NUMA CONCRETIZACAO PREFERIDA,
A COMPOSIGCAO COMPREENDE CELULAS ASSASSINAS NATURAIS CD56+, CD16.
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RESUMO

"Supressdo de tumor utilizando perfusato placentdrio humano e
células assassinas naturais intermédias derivadas de placenta
humanas"

Sdo aqui proporcionados perfusato placentédrio, células de
perfusato placentario e células assassinas naturais
intermédias derivadas de placenta, e suas combinacbes. Séao
também aqui proporcionadas composic¢gdes compreendendo 0S8
mesmos, e métodos de utilizacdo de perfusato placentério,
células de perfusato placentdrio e células assassinas naturais
intermédias derivadas de placenta, e suas combinacdes, para
suprimir o crescimento ou proliferacdo de células tumorais,
células cancerosas, e outras, e ©para tratar individuos
possuindo células tumorais. Numa concretizacdo preferida, a
composicgédo compreende células assassinas naturais CD56%, CD1l6 .

195

<PE-A>: CD58 PE-A

1.66

[NEERL:

10

<FITC-A> CD3 FITC-A

FIG. 1



EP 2 203 176/PT

DESCRICAO

"Supressdo de tumor utilizando perfusato placentdrio humano e
células assassinas naturais intermédias derivadas de placenta
humanas"

Este pedido de patente reivindica o beneficio do Pedido
de Patente Provisério dos E.U.A. N.2 60/995763, depositado em
28 de Setembro de 2008, e do Pedido de Patente Provisdrio dos
E.U.A. N.° 61/090555, depositado em 21 de Agosto de 2008.

1. CAMPO

S&do aquil revelados métodos de supressao do crescimento ou
proliferagcdo de células tumorais por contacto das células
tumorais com perfusato placentdrio, células derivadas de
perfusato placentdario, células assassinas naturais a partir de
placenta, e.g., a partir de perfusato placentédrio, e/ou células
assassinas naturais combinadas compreendendo células
assassinas naturais a partir de placenta, e.g., a partir de
perfusato placentdrio, e células assassinas naturais a partir
de sangue do corddo umbilical. S&do também aqui revelados
métodos de producdo de uma populacdo Unica de células
assassinas naturais a partir de placenta, e.g., a partir de
perfusato placentédrio, e.g., perfusato placentdrio humano. S&o
aqui revelados adicionalmente métodos de utilizacdo do
perfusato placentdrio, e das células assassinas naturais a
partir do mesmo, para suprimir a proliferacdo de células
tumorais.

2. ANTECEDENTES

O perfusato placentdrio compreende uma colheita de
células placentéadrias obtidas por passagem de uma solucdo de
perfusdo através da vasculatura placentédria, e colheita do
fluido de perfusdo a partir da vasculatura, a partir da
superficie materna da placenta, ou ambas. Métodos de perfuséo
de placentas de mamifero sdo descritos, e.g., na Patente dos
E.U.A. N.¢ 7 045 146 e na Patente dos E.U.A. N.¢ 7 255 879. A
populacdo de células placentdrias obtidas por perfusdo ¢é
heterogénea, compreendendo células hematopoiéticas (CD34%),
células nucleadas tais como granuldcitos, mondcitos e
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macrdfagos, uma pequena percentagem (menos de 1%) de células
estaminais placentdrias aderentes a substrato de cultura de
tecidos, e células assassinas naturais. Até a data ninguém
descreveu a utilizacdo de perfusato placentédrio, ou de
populacdes de células placentédrias a partir de perfusato, na
supressdo da proliferacédo de células de tumor.

As células assassinas naturais (NK, natural killer) séao
linfécitos citotdxicos que constituem um componente principal
do sistema dimunitdrio inato. As células NK né&o exprimem
receptores de antigénio de célula T (TCR), CD3 ou receptor de
célula B de imunoglobulinas (Ig), mas usualmente exprimem oS
marcadores de superficie CD16 (Fc RIII) e CD56 em humanos. As
células NK sédo citotdxicas; pequenos gréadnulos no seu citoplasma
contém proteinas especiais tais como perforina e proteases
conhecidas como granzimas. Apds libertacdo em estreita
proximidade de uma célula programada para ser morta, a
perforina forma poros na membrana celular da célula alvo
através dos qguais as granzimas e moléculas associadas podem
entrar, induzindo apoptose. Uma granzima, granzima B (também
conhecida como granzima 2 e serina-esterase 1 associada a
linfécitos T citotdxicos), € uma serina-protease crucial para
inducdo répida da apoptose de células alvo na resposta
imunitdria mediada por células.

As células NK sdo activadas em resposta a interferdes ou
citoquinas derivadas de macrdéfago. As células NK activadas séao
referidas como células assassinas activadas por linfoquina
(LAK) . As células NK possuem dois tipos de receptores de
superficie, classificados como "receptores activantes" e
"receptores inibidores," que controlam a actividade citotdxica
das células.

A utilizacéo de uma composigcao compreendendo extracto de
tecido derivado de placenta ou células CD34% a partir de sangue
do corddo umbilical ou tecido placentdrio para induzir a
diferenciacéo de células cancerosas em células de malignidade
reduzida, ou desprovidas de malignidade, ¢é revelada na
Publicacdo da Patente dos E.U.A. N.2 2007/0041954.

A Publicacédo da Patente dos E.U.A. N.° 2003/068306 refere-
se a um meio e a um método para expandir células assassinas
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naturais exprimindo o fendtipo CD56'CD37, onde as células
assassinas naturais podem ser obtidas a partir de qualquer
fonte convencional, preferivelmente a partir de sangue
periférico, medula éssea, sangue do cordido, linhas de células,
ou sangue periférico estimulado por citoquina.

Takahashi E. et al., 2007, Scandinavian Journal of
Immunology 65, 126-138, descreve a utilizacdo de diferentes
citoquinas para a inducgcdo de citotoxicidade antitumor de
células assassinas naturais CD167CD56P7¢Pt obtidas a partir de

sangue periférico.

Roussev R.G. et al., 1993, Journal of Reproductive
Immunology 25: 15-29, refere-se a caracterizacgédo fenotipica de
leucdcitos mononucleares placentdrios de humano.

Entre outras actividades, as células NK desempenham um
papel na rejeicdo de tumores pelo hospedeiro. Porgque as células
cancerosas tém expressdo de MHC classe I reduzida ou nula,
estas podem-se tornar alvos de células NK. Dados clinicos
acumulados sugerem que o0 transplante haploidéntico de células
NK humanas isoladas a partir de PBMC ou medula &ssea medeiam
potentes efeitos anti-leucemia sem possuirem doenca de enxerto
versus hospedeiro (GVHD) detectavel. Ver Ruggeri et al.,
Science 295:2097-2100 (2002)). Células assassinas naturais
podem tornar-se activadas por células desprovidas, ou exibindo
niveis reduzidos, de proteinas de complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Células NK e células LAK
activadas e expandidas tém sido utilizadas tanto em terapia ex
vivo como em tratamento in vivo de pacientes com cancro
avancado, com algum sucesso contra doencgas relacionadas com a
medula 6éssea, tais como leucemia; cancro da mama; e certos
tipos de linfoma. O tratamento por células LAK requer qgue O
paciente receba primeiro IL-2, seguindo-se leucoferése e
depois uma incubacdo e cultura ex vivo das células sanguineas
autélogas colhidas na presenca de IL-2 durante alguns dias. As
células LAK tém de ser reperfundidas em conjunto com doses
relativamente elevadas de IL-2 para completar a terapia. Este
tratamento de purga ¢é dispendioso e pode causar efeitos
colaterais graves. Estes incluem retencdo de fluido, edema
pulmonar, gueda na pressédo sanguinea e febre alta.
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Apesar das propriedades vantajosas de células NK na morte
de células tumorais e de células infectadas por virus, continua
a ser dificil trabalhar com elas e aplicéd-las em imunoterapia,
principalmente devido a dificuldade na manutencgdo das suas
capacidades de direccionamento ao tumor e tumoricidas durante
a cultura e expansao. Assim, existe uma necessidade na
especialidade para um fornecimento facil de células assassinas
naturais.

3. SUMARIO

O presente invento refere-se a células de perfusato
placentdrio nucleadas humanas para utilizacdo num método para
tratamento de um tumor num individuo, onde as células de
perfusato placentario nucleadas humanas compreendem células
assassinas naturais intermédias placentarias CD56%, CDl6" e
podem ser obtidas por perfusdao de uma placenta humana que foi
drenada de sangue de corddo e lavada para remover sangue
residual para produzir perfusato placentdrio compreendendo
células placentdrias nucleadas; e isolamento das células
placentdrias nucleadas a partir do referido perfusato
placentéario.

O presente invento refere-se adicionalmente a células
assassinas naturais intermédias placentdrias CD56f, CD1l6~
humanas para utilizacdo num método para tratamento de um tumor
num individuo, onde as referidas células assassinas naturais
intermédias placentdrias exprimem um ou mais dos microARNs
hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-miR-302c, hsa-miR-
326, hsa-miR-337, hsa-miR-497, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-515-5p,
hsa-miR-517b, hsa-miR-517c, hsa-miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-
miR-519d, hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-564, hsa-miR-
566, hsa-miR-618 ou hsa-miR-99a a um nivel detectavelmente
mais elevado do que células assassinas naturais de sangue
periférico.

Finalmente, o ©presente invento refere-se a células
assassinas naturais combinadas para utilizacdo num método de
tratamento de um tumor num individuo, onde as referidas células
assassinas naturais combinadas compreendem células assassinas
naturais intermédias placentdrias CD56%, CD16~ isoladas a
partir de perfusato placentdrio e células assassinas naturais
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isoladas a partir de sangue do cordao umbilical e onde o
referido sangue do cordédo umbilical ¢é isolado a partir da
placenta a partir da qual o referido perfusato placentario é
obtido, onde as referidas células assassinas naturais
intermédias placentdarias exprimem um ou mais dos microARNs
hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-miR-302c, hsa-miR-
326, hsa-miR-337, hsa-miR-497, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-515-5p,
hsa-miR-517b, hsa-miR-517c¢c, hsa-miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-
miR-519d, hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-564, hsa-miR-
566, hsa-miR-618 ou hsa-miR-99a a um nivel detectavelmente
mais elevado do gque células assassinas naturais de sangue

periférico.

E aqui proporcionada a utilizacéao de perfusato
placentdrio humano; células a partir de perfusato placentario,
e.g., células nucleadas totais a partir de perfusato
placentario; combinacdes de células de perfusato placentéario
e células de sangue de cordido; e/ou células assassinas naturais
a partir de placenta, e.g., células assassinas naturais a
partir de perfusato placentdrio ou células assassinas naturais
obtidas por digestdo de tecido placentédrio, para suprimir a
proliferacdo de células tumorais onde as células de perfusato
placentdrio humanas compreendem células assassinas naturais
intermédias placentarias CD56", CDl6 .

Num aspecto, é aqui proporcionado um método de supressao
da proliferacdo de uma célula tumoral, ou populacdo de células
tumorais, compreendendo pdr em contacto a célula tumoral ou
populacdo de células tumorais com perfusato placentdrio humano
onde as células de perfusato placentdrio humanas compreendem
células assassinas naturais intermédias placentdrias CD567,
CD16-. Numa concretizacdo especifica deste método, a célula
tumoral é uma célula de cancro sanguineo. Noutra concretizacéo
especifica, as células tumorais sdo células de cancro
sanguineo. Noutra concretizacdo especifica, a célula tumoral
é uma célula de tumor sdélido. Noutra concretizacdo especifica,
as células tumorais sé&o células de tumor sdélido. Noutra
concretizacdo, a célula tumoral ¢é uma célula de carcinoma
ductal primario, uma célula de leucemia, uma célula de leucemia
de células T aguda, uma célula de linfoma mieldide crénico
(CML), uma célula de leucemia mieldgena aguda, uma célula de
leucemia mieldgena crénica (CML), uma célula de carcinoma do
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pulm&o, uma célula de adenocarcinoma do cdlon, uma célula de
linfoma histiocitico, uma célula de mieloma multiplo, uma
célula de retinoblastoma, uma célula de carcinoma colo-rectal,
ou uma célula de adenocarcinoma colo-rectal. Noutra
concretizacdo especifica, o referido contacto ocorre in vitro.
Noutra concretizacdo especifica, o referido contacto ocorre in
vivo. Numa concretizacdo mais especifica, o referido contacto

in vivOo ocorre num humano.

Noutra concretizacgdo especifica, o referido perfusato
placentdrio humano é perfusato que se fez passar através da
vasculatura placentéaria, e.g., apenas através da vasculatura
placentdria. Noutra concretizacdo especifica, fez-se passar o
referido perfusato placentario através da vasculatura
placentaria e recolheu-se a partir da face maternal da
placenta. Noutra concretizacdo especifica, a totalidade, ou
substancialmente a totalidade (e.g., mais de 90%, 95%, 98% ou
99%) das células no referido perfusato placentdrio sédo células
fetais. Noutra concretizacao especifica, o) perfusato
placentdrio compreende células fetais e maternas. Numa
concretizacdo mais especifica, as células fetais no referido
perfusato placentario compreendem menos do gque cerca de 90%,
80%, 70%, 60% ou 50% das células no referido perfusato. Noutra
concretizacgdo especifica, o referido perfusato é obtido por
passagem de uma solucdo de NaCl a 0,9% através da vasculatura
placentaria. ©Noutra concretizacdo especifica, o referido
perfusato compreende um meio de cultura. Noutra concretizacao
especifica, o referido perfusato foi tratado para remover uma
pluralidade de eritrdécitos.

Noutro aspecto, ¢ aqui proporcionado um método de
supressédo da proliferacdo de uma célula tumoral ou pluralidade
de células tumorais compreendendo pdr em contacto a célula
tumoral ou pluralidade de células tumorais com uma pluralidade
de células de perfusato placentdrio humanas onde as células de
perfusato placentdrio humanas compreendem células assassinas
naturais intermédias placentarias CD567, CDl6-. Noutra
concretizacédo especifica, a referida pluralidade de células de
perfusato placentédrio sdo, ou compreendem, células nucleadas
totais a partir de perfusato placentdrio. Noutra concretizacio
especifica, o referido perfusato placentdrio ou células de
perfusato placentario, e.g., células nucleadas totais a partir
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de perfusato placentédrio, foi tratado para remover pelo menos
um tipo de célula. Noutra concretizacdo especifica, o referido
contacto ocorre in vitro. Noutra concretizacdo especifica, o
referido contacto ocorre in vivo. Numa concretizacdo mais
especifica, o referido contacto in vivo ocorre num mamifero,
€.g., um humano. De acordo com o invento, as referidas células
de perfusato placentédrio foram tratadas para enriquecimento em
células assassinas naturais CD56*CD167, e.qg., células
assassinas naturais intermédias placentédrias (PINK), e.qg.,
obtidas a partir de células de perfusato placentdrio ou células
placentdrias obtidas por disrupcdo mecdnica ou enzimdtica de
tecido placentario. ©Noutra concretizacdo especifica, as
referidas células CD56"CD16~ sdo seleccionadas por micropérolas
conjugadas com CD56. Noutra concretizacdo especifica, as
referidas células CD56'CD16- compreendem células que exibem
expressao detectavelmente mais baixa de NKG2D, NKp46 ou CD94
do que um numero equivalente de células assassinas naturais
CD56*CD16*. Noutra concretizacdo especifica, as células PINK
sdo CD3~. Numa concretizacdo mais especifica, pelo menos 50%
das células nas referidas células de perfusato placentario sao
as referidas células CD56'CD16°. Numa concretizagdo mais
especifica, onde as células CD56'CD16~ sdo pelo menos 50% das
células de perfusato placentdrio, a célula tumoral é uma célula
de carcinoma ductal primdrio, uma célula de leucemia, uma
célula de leucemia de células T aguda, uma célula de linfoma
mieldide crdénico (CML), uma célula de leucemia mieldgena aguda,
uma célula de leucemia mieldgena crdédnica (CML), uma célula de
carcinoma do pulméo, uma célula de adenocarcinoma do cdlon,
uma célula de linfoma histiocitico, uma célula de mieloma
multiplo, uma célula de retinoblastoma, uma célula de carcinoma
colo-rectal ou uma célula de adenocarcinoma colo-rectal. Em
concretizacdes especificas, o referido contacto é contacto in
vitro. Noutra concretizacdo, o referido contacto é contacto in
vivo, e.g., num mamifero, e.g., um humano.

Noutro aspecto, € aqui proporcionado um método de
supressédo da proliferacdo de uma célula tumoral ou pluralidade
de células tumorais compreendendo pdr em contacto a célula
tumoral ou pluralidade de células tumorais com uma pluralidade
de células assassinas naturais CD56'CD16- a partir de placenta,
e.g., células PINK. Numa concretizacdo especifica, as células
assassinas naturais a partir de placenta sdo células assassinas
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naturais obtidas a partir de perfusato placentdrio humano.
Noutra concretizacdo especifica, as células assassinas
naturais sdo células assassinas naturais obtidas por disrupcéao
fisica e/ou digestdo enzimadtica de tecido placentdrio. Noutra
concretizacdo especifica, as referidas células assassinas
naturais sédo seleccionadas, e.g., a partir de células de
perfusato placentdrio ou células obtidas por disrupcédo fisica
e/ou digestéao enzimatica de tecido placentario, por
micropérolas conjugadas com CD56. Noutra concretizacao
especifica, as células assassinas naturais sdo CD3 . Numa
concretizacdo especifica, a pluralidade de células assassinas
naturais é pelo menos 80% das células na populacdo de células
que compreende as células assassinas naturais. Noutra
concretizacdo especifica, o referido contacto ocorre in vitro.
Noutra concretizacgdo especifica, o referido contacto ocorre in
vivo. Numa concretizacdo mais especifica, o referido contacto

in vivo ocorre num mamifero, e.g., um humano.

Noutra concretizacdo especifica do método, a referida
pluralidade de células assassinas naturais CD56'CD16- humanas
compreende células que exibem expressdo detectavelmente mais
baixa de NKG2D, NKp46 ou CD94 do gque um numero equivalente de
células assassinas naturais CD567CD16%. Noutra concretizacao
especifica, a referida pluralidade de células assassinas
naturais, e.g., células PINK, exprime um ou mais dos microARNS
hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-miR-302c, hsa-miR-
326, hsa-miR-337, hsa-miR-497, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-515-5p,
hsa-miR-517b, hsa-miR-517¢c, hsa-miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-
miR-519d, hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-564, hsa-miR-
566, hsa-miR-618 e/ou hsa-miR-9%9a a um nivel detectavelmente
mais elevado do que células assassinas naturais de sangue

periférico.

Noutra concretizacdo especifica, a referida pluralidade
de células assassinas naturais CD56'CD16- humanas, e.g.,
células PINK, sdo postas em contacto com um composto
imunomodulador numa quantidade e durante um tempo suficientes
para a referida pluralidade de células assassinas naturais
exprimir detectavelmente mais granzima B do gque um numero
equivalente das referidas células assassinas naturais nao
postas em contacto com o referido composto imunomodulador.
Numa concretizacdo mais especifica, o referido composto
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imunomodulador é lenalidomida ou pomalidomida. Noutra
concretizacdo especifica, a referida pluralidade de células
assassinas naturais, e.g., células PINK, é posta em contacto
com um composto imunomodulador numa quantidade e durante um
tempo suficientes para as referidas células assassinas
naturais exibirem detectavelmente mais citotoxicidade em
relagdo as referidas células tumorais do gue um numero
equivalente das referidas células assassinas naturais néo
postas em contacto com o referido composto imunomodulador,
e.g., lenalidomida ou pomalidomida. Noutra concretizacéao
especifica, a referida pluralidade de células assassinas
naturais, e.g., células PINK, exprime um ou mais de BAX, CCL5,
CCRb5, CSF2, FAS, GUSB, IL2RA ou TNFRSF18 a um nivel mais
elevado do gue um numero equivalente das referidas células
assassinas naturais nao postas em contacto com o referido
composto imunomodulador. Noutra concretizacdo especifica, a
referida pluralidade de células assassinas naturais, e.qg.,
células PINK, exprime um ou mais de ACTB, BAX, CCL2, CCL3,
CCL5, CCR5, CSF1, CSF2, ECEl, FAS, GNLY, GUSB, GZMB, ILIA,
IL2RA, IL8, IL10, LTA, PRF1l, PTGS2, SKI e TBX21 a um nivel
mais elevado do que um nUmero equivalente das referidas células
assassinas naturais ndo postas em contacto com o referido
composto imunomodulador.

Noutra concretizacdo, as células assassinas naturais
CD56*CD16~ humanas a partir de placenta sdo combinadas com
células assassinas naturais a partir de outra fonte, e.g.,
sangue placentario e/ou sangue do corddo umbilical, e.g., para
formar células assassinas naturais combinadas. Como aqui
utilizada, a frase "célula(s) assassina(s) natural(ais) a
partir de placenta" ndo inclui células assassinas naturais a
partir de sangue do corddo umbilical ou sangue placentdrio. Em
concretizacdes mais especificas, as células assassinas
naturais a partir de placenta sao combinadas com células
assassinas naturais a partir de outra origem numa proporgao de
cerca de 100:1, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35,
60:40, 55:45: 50:50, 45:55, 40:60, 35:65, 30:70, 25:75, 20:80,
15:85, 10:90, 5:95, 100:1, 95:1, 90:1, 85:1, 80:1, 75:1, 70:1,
¢5:1, 60:1, 55:1, 50:1, 45:1, 40:1, 35:1, 30:1, 25:1, 20:1,
15:1, 10:1, 5:1, 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30, 1:35,
1:40, 1:45, 1:50, 1:55, 1:60, 1:65, 1:70, 1:75, 1:80, 1:85,
1:90, 1:95, 1:100, ou outra.
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Em concretizacdes especificas, as células assassinas
naturais combinadas nao sao cultivadas, e compreendem: um
numero detectavelmente mais elevado de células assassinas
naturais CD3°CD567CD16~ do gque um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico; um numero
detectavelmente mais baixo de células assassinas naturais
CD3°CD56*CD16%* do qgue um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico; um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3"CD56"KIR2DL2/L3T do gque um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico; um numero
detectavelmente mais baixo de células assassinas naturais
CD3 CD56™NKp46* do que um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico; um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3 CD56*NKp30* do gque um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico; um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3CD56"2BR4* do gque um numero equivalente de células assassinas
naturais a partir de sangue periférico; ou um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3CD56"CD94% do que um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico. Noutras
concretizacdes especificas, as células assassinas naturais
combinadas sao cultivadas e compreendem: um namero
detectavelmente mais baixo de células assassinas naturais
CD3"CD56"KIR2DL2/L3" do que um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico; um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3°CD56*NKp46" do gque um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico; um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3"CD56™NKp44® do gque um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico; um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3°CD56*"NKp30* do gque um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico.

Numa concretizacdo especifica de qualquer dos métodos
acima, a célula tumoral € uma célula de tumor sdélido. Noutra

concretizacdo especifica, a célula tumoral ¢é uma célula de
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tumor liquido, e.g., uma célula de tumor sanguineo. Em
concretizacdes mais especificas, a célula tumoral &€ uma célula
de carcinoma ductal primario, uma célula de leucemia, uma
célula de leucemia de células T aguda, uma célula de linfoma
mieldide crdénico (CML), uma célula de leucemia mieldgena aguda,
uma célula de leucemia mieldgena crénica (CML), uma célula de
carcinoma do pulmé&o, uma célula de adenocarcinoma do cdlon,
uma célula de linfoma histiocitico, uma célula de mieloma
miltiplo, uma célula de retinoblastoma, uma célula de carcinoma
colo-rectal ou uma célula de adenocarcinoma colo-rectal.

Noutro aspecto, ¢é aqui proporcionada uma composicéo
compreendendo células assassinas naturais CD567, CD16"
placentédrias isoladas, e.g., células PINK. Numa concretizacédo
especifica, as referidas células assassinas naturais
placentdrias s&o isoladas a partir de perfusato placentério
humano. Noutra concretizacdo especifica, as referidas células
assassinas naturais placentdrias sdo isoladas a partir de
placenta por disrupcgdo fisica e/ou digestdo enzimdtica de
tecido placentdrio. ©Noutra concretizacdo especifica, as
referidas células assassinas naturais CD56'CD16~ humanas
compreendem pelo menos 50% das células na composicgdo. Numa
concretizacdo especifica, as referidas células assassinas
naturais compreendem pelo menos 80% das células na composicéao.
A  referida composicdo pode também compreender células
assassinas naturais CD56", CD1l6" isoladas. As referidas células
assassinas naturais CD56%, CD16" podem ser de um individuo
diferente das referidas células assassinas naturais CD56%,
CD16~. Noutra concretizacdo especifica, as referidas células
assassinas naturais CD56", CD16  isoladas sdo de um unico
individuo. Numa concretizacdo mais especifica, as referidas
células assassinas naturais CD56%, CD16~ isoladas compreendem
células assassinas naturais de pelo menos dois individuos
diferentes. Noutra concretizacdo especifica, as referidas
células assassinas naturais placentdrias, e.g., as referidas
células PINK, sao expandidas.

Numa concretizacéo mais especifica, a composicgao
compreende células assassinas naturais placentarias e células
assassinas naturais a partir de outra origem. Numa
concretizacdo especifica, a referida outra origem é sangue do
corddo e/ou sangue do corddo umbilical. Noutra concretizacédo
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especifica, a referida outra origem é sangue periférico. Em
concretizacdes mais especificas, as células assassinas
naturais a partir de placenta sao combinadas com células
assassinas naturais a partir de outra origem numa proporcido de
cerca de 100:1, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35,
60:40, 55:45: 50:50, 45:55, 40:60, 35:65, 30:70, 25:75, 20:80,
15:85, 10:90, 5:95, 100:1, 95:1, 90:1, 85:1, 80:1, 75:1, 70:1,
65:1, 60:1, 55:1, 50:1, 45:1, 40:1, 35:1, 30:1, 25:1, 20:1,
15:1, 10:1, 5:1, 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30, 1:35,
1:40, 1:45, 1:50, 1:55, 1:60, 1:65, 1:70, 1:75, 1:80, 1:85,
1:90, 1:95, 1:100 ou outra.

Noutra concretizacdo especifica, a composicdo compreende
perfusato placentdrio isolado. Numa concretizacdo mais
egspecifica, o referido perfusato placentdrio ¢é do mesmo
individuo que as referidas células assassinas naturais. Noutra
concretizacéao mais especifica, o) referido perfusato
placentario compreende perfusato placentdrio de um individuo
diferente das referidas células assassinas naturais. Noutra
concretizacdo especifica, a totalidade, ou substancialmente a
totalidade (e.g., mais de 90%, 95%, 98% ou 99%) das células no
referido perfusato placentdrio sdo células fetais. Noutra
concretizacdo especifica, o perfusato placentdrio compreende
células fetais e maternas. Numa concretizacgdo mais especifica,
as células fetais no referido perfusato placentéario
compreendem menos do que cerca de 90%, 80%, 70%, 60% ou 50%
das células no referido perfusato. Noutra concretizacéao
especifica, o referido perfusato €& obtido por passagem de uma
solugdo de NaCl a 0,9% através da vasculatura placentéria.
Noutra concretizacao egspecifica, o) referido perfusato
compreende um meio de cultura. Noutra concretizacao
especifica, o referido perfusato foi tratado para remover uma
pluralidade de eritrdécitos.

Noutra concretizacdo especifica, a composicdo compreende
células de perfusato placentdrio humanas onde as células de
perfusato placentdrio humanas compreendem células assassinas
naturais intermédias placentérias CD56", CD1l6™. Numa
concretizacdo mais especifica, as referidas células de
perfusato placentdrio humanas s&o do mesmo individuo que as
referidas células assassinas naturais. Noutra concretizacédo
mais especifica, as referidas células de perfusato placentéario



EP 2 203 176/PT
13

sdo de um individuo diferente das referidas células assassinas
naturais. Noutra concretizacdo especifica, a composicao
compreende perfusato placentario isolado e células de
perfusato placentdrio isolado, onde o referido perfusato
isolado e as referidas células de perfusato placentdrio isolado
sdo de diferentes individuos. ©Noutra concretizagdo mais
especifica de qualquer das concretizacdes anteriores
compreendendo perfusato placentdrio, o referido perfusato
placentdrio compreende perfusato placentdrio de pelo menos
dois individuos. Noutra concretizacdo mais especifica de
qualguer das concretizacdes anteriores compreendendo células
de perfusato placentario, as referidas células de perfusato
placentdrio isolado s&o de pelo menos dois individuos. A
composicdo pode compreender adicionalmente células PINK
isoladas, onde as células PINK s&o de um individuo diferente
do referido perfusato placentdrio ou das referidas células de
perfusato.

E também aqui revelado um método de isolamento de células
assassinas naturais placentédrias, compreendendo a obtencédo de
uma pluralidade de células placentédrias, e isolamento de
células assassinas naturais a partir da referida pluralidade
de células placentarias. As células placentarias sé&o, ou
compreendem, células de perfusato placentério, e.g., células
nucleadas totais a partir de perfusato placentdrio. A referida
pluralidade de células placentdrias pode ser ou pode
compreender, células placentarias obtidas por disrupcéo
mecdnica e/ou digestdo enzimadtica de tecido placentdrio. O
referido isolamento pode ser realizado utilizando um ou mais
anticorpos. O referido um ou mais anticorpos podem compreender
um ou mais dos anticorpos para CD3, CD1l6 ou CD56. O referido
isolamento pode compreender o isolamento de células CD56" de
células CD56~ na referida pluralidade de células placentérias.
Mais especificamente, o referido isolamento compreende o
isolamento de células placentdrias CD56%, CD16- de células
placentdrias que sdo CD56- ou CDl6'. Mais especificamente, o
referido isolamento compreende o isolamento de células
placentédrias CD56%, CD16°, CD3  de células placentdrias gue séo
CD567, CD1l6" ou CD3". O referido método de isolamento de células
assassinas naturais placentédrias pode resultar numa populacdo
de células placentédrias que é pelo menos 50%, 55%, 60%, 65%,
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70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou pelo menos 99% de células
assassinas naturais CD56", CDl6 .

Em certas concretizacgdes dos métodos acima, as células de
perfusato placentdrio foram expandidas em cultura. Em varias
concretizagdes, as células foram expandidas durante pelo
menos, cerca de, ou nao mais do que, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 ou 30 dias. Numa concretizacido especifica,
as referidas células de perfusato placentdrio foram expandidas
na presenca de uma camada alimentadora e/ou na presenca de
pelo menos uma citoquina. Numa concretizacdo mais especifica,
a referida camada alimentadora compreende células K562 ou
células mononucleares de sangue periférico. Noutra
concretizagcdo mais especifica, referida pelo menos uma

citoquina € interleucina-2.

3.1. Definicgdes

Como aqui utilizado, "células assassinas naturais
combinadas" sé&o células assassinas naturais, e.g., a partir de
cordao umbilical e perfusato placentéario humano
correspondentes, onde o perfusato placentdrio € obtido a partir
da mesma placenta que o sangue do corddo. As células assassinas
naturais de ambos sdo isoladas separadamente ou ao mesmo tempo,
e combinadas.

Como agqui utilizados, "PINK" e "células PINK" referem-se
a células assassinas naturais intermédias placentdrias gue séo
obtidas a partir de placenta humana, e.qg., perfusato
placentdrio humano ou tecido placentdrio gque foi quebrado
mecanicamente e/ou enzimaticamente. As células s&o CD56' e
CD16~, e.g., como determinado por citometria de fluxo, e.qg.,
separacdo de células activadas por fluorescéncia utilizando
anticorpos para CD56 e CDl6. As células PINK nédo sdo obtidas

a partir de sangue do corddo ou sangue periférico.

Como aqui utilizado, "perfusato placentdrio" significa
uma solucgdo de perfusdo que se fez passar através de pelo menos
parte de uma placenta, e.g., uma placenta humana, e.g., através
da wvasculatura placentédria, incluindo uma pluralidade de
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células recolhidas pela solucdo de perfusdo durante a passagem
através da placenta.

Como aqui utilizado, "células de perfusato placentdrio"
significa células nucleadas, e.g., células nucleadas totais,
isoladas a partir de, ou isolédveis a partir de, perfusato
placentéario.

Como aqui utilizadas, "supressdo de células tumorais",
"supressdo da proliferacdo de células tumorais"™ e outras,
inclui abrandamento do crescimento de uma populacido de células
tumorais, e.g., por morte de uma ou mais das células tumorais
na referida populacdo de células tumorais, por exemplo, por
contacto da populacdo de células tumorais com células PINK,
uma populacdo de células compreendendo células PINK, células
assassinas naturais combinadas, uma populacdo de células
compreendendo células assassinas naturais combinadas,
perfusato placentdrio humano, ou outros.

4. BREVE DESCRIQAO DAS FIGURAS

A FIG. 1 mostra resultados de citometria de fluxo
utilizando anticorpos anti-CD3 e anticorpos anti-CD56 para
células seleccionadas por micropérolas de CD56 a partir de
perfusato placentdrio humano (HPP). A maior parte das células
isoladas sao CD567CD3".

A FIG. 2 ilustra a producédo de citoquinas por células
PINK e/ou células tumorais durante 24 de cultura. A FIG. 2A
ilustra a secrecdo de interferdo gama (IFN ) por células
assassinas naturais intermédias (PINK) derivadas de perfusato
placentario sozinhas ou na presenca de células tumorais KG-la.
Células PINK e células KG-la foram cultivadas sozinhas ou em
combinacdo numa proporgdo de 1:1. Eixo dos Y: picogramas de
IFN produzidos pelas culturas. A FIG. 2B ilustra a secrecgéao
de factor estimulador de coldénias de granuldécitos-macrdfagos
(GM-CSF) por células PINK sozinhas ou na presenca de células
tumorais KG-la. Células PINK e células KG-la foram cultivadas
sozinhas ou em combinacado numa proporcdo de 1l:1. Eixo dos Y:
picogramas de GM-CSF produzidos pelas culturas.
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A FIG. 3 ilustra a citotoxicidade de células PINK para
células tumorais KG-la em co-cultura de 24 horas numa proporgao
de 1:1, 5:1, 10:1 ou 20:1 de <células PINK para células
tumorais. Eixo dos X: proporcdao de células PINK para células
tumorais. Eixo dos Y: percentagem de células tumorais mortas
em comparacdo com células tumorais sem células PINK.

A FIG. 4 ilustra a citotoxicidade de células NK
placentédrias e células NK de sangue periférico (PB) cultivadas
durante 21 dias em relacgdo a células K562. As barras de erro
representam o desvio padrdo de 4 unidades de células NK
placentarias cultivadas ou 3 unidades de células NK de sangue
periférico cultivadas.

A FIG. 5 ilustra a citotoxicidade de perfusato placentario
humano inteiro, conforme obtido a partir da placenta, para
células tumorais KG-la em co-cultura de 24 horas numa proporgao
de 1:1, 5:1, 10:1 ou 20:1 ou 100:1 de células de HPP para
células tumorais. Eixo dos X: proporcdo de células de HPP para
células tumorais. Eixo dos Y: percentagem de células tumorais
mortas em comparacdo com células tumorais sem células de HPP.

A FIG. 6 1ilustra a citotoxicidade de perfusato placentério
humano inteiro, conforme obtido a partir da placenta, e de
sangue do corddo umbilical, para células tumorais KG-la em co-
cultura de 48 horas em diluicdes em série de 100:1, 50:1, 25:1,
12,5:1, 6,25:1, 3,12:1, 1,56:1 ou 0,78:1 células de HPP ou
células de UCB para células tumorais. Eixo dos X: proporcédo de
células de HPP ou células de corddo umbilical para células
tumorais. Eixo dos Y: percentagem de células tumorais mortas
apds um tempo de cultura de 48 horas em comparacdo com células
tumorais sem células de HPP ou células de corddo umbilical.

A FIG. 7 1lustra a citotoxicidade de perfusato placentéario
humano inteiro, conforme obtido a partir da placenta para
células tumorais KG-la em co-cultura de 48 horas em diluicgdes
em série de 100:1, 50:1, 25:1, 12,5:1, 6,25:1, 3,12:1, 1,56:1
ou 0,78:1 células de HPP para células tumorais. Utilizou-se
perfusato quer conforme colhido quer estimulado durante 24
horas com 100 U/mL ou 1000 U/mL de interleucina-2 (IL-2). Eixo
dos X: proporcdo de células de HPP para células tumorais. Eixo
dos Y: percentagem de células tumorais mortas apds um tempo de
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cultura de 48 horas em comparacdao com células tumorais sem
células de HPP.

A FIG. 8 idilustra o efeito citotdxico de perfusato
placentdrio humano em relacdo a um painel de linhas de células
tumorais apds cultura com células de HPP ou UCB numa pProporgao
de 50:1 para as células tumorais. FIG 8A: co-cultura durante
24 horas. FIG. 8B: co-cultura durante 48 horas. Eixo dos X:
linha de células tumorais testada. Eixo dos Y: percentagem de
células tumorais mortas apds co-cultura, em comparagdo com O

numero de células tumorais na auséncia de células tumorais.

A FIG. 9 ilustra a producdo de IFN por células de HPP
co-cultivadas com células tumorais KG-la com diferentes
proporcgdes de células de HPP para células tumorais. Eixo dos
X: Condicdes experimentais, incluindo proporcdo de células de
HPP para células tumorais. Eixo dos Y: Niveis de IFN por
mililitro apds co-cultura durante 24 horas.

FIG. 10 Produgdo de IFN por células de HPP ou UCB em co-
cultura com um painel de células tumorais. Cultivaram-se
células de HPP ou UCB numa proporgcdo de 50:1 com linhas de
células tumorais durante 24 horas (FIG. 10A) ou 48 horas (FIG.

10B) . Determinaram-se os niveis de IFN pelo ensaio Luminex
(HCYTO-60K-03, Millipore). Eixo dos X: 1linha de células
tumorais testada. Eixo dos Y: picogramas de IFN produzidos

por células de HPP ou UCB, em comparagcdo com 0s picogramas de
IFN produzidos na auséncia de células tumorais.

A FIG. 11 4dlustra a reducdo em tamanho de tumor apds
administracdo de 2 x 107 células de perfusato placentéario
humano (HPP) a ratinhos possuindo tumores de célula KG-1 com
um volume de aproximadamente 332 mm3®. Intratumor - as células
de HPP foram injectadas directamente no local do tumor
subcutdneo. IV - as células de HPP foram administradas
intravenosamente. Controlo - apenas administracdo de veiculo.

Volumes de tumor em mm?.
5. DESCRIGAO DETALHADA

O presente invento refere-se a células de perfusato
placentario nucleadas humanas para utilizacdo num método para
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tratamento de um tumor num individuo, onde as células de
perfusato placentdrio nucleadas humanas compreendem células
assassinas naturais intermédias placentarias CD56", CD16™ e
podem ser obtidas por perfusdo de uma placenta humana que foi
drenada de sangue de corddo umbilical e lavada para remover
sangue residual para produzir perfusato placentério
compreendendo células placentdrias nucleadas; e isolamento das
células placentarias nucleadas a partir do referido perfusato
placentério.

O presente invento refere-se adicionalmente a células
assassinas naturais intermédias placentdrias CD56%, CD16~
humanas para utilizacdo num método para tratamento de um tumor
num individuo, onde as referidas células assassinas naturais
intermédias placentdrias exprimem um ou mais dos microARNs
hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-miR-302c, hsa-miR-
326, hsa-miR-337, hsa-miR-497, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-515-5p,
hsa-miR-517b, hsa-miR-517c¢c, hsa-miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-
miR-519d, hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-564, hsa-miR-
566, hsa-miR-618 ou hsa-miR-99a a um nivel detectavelmente
mais elevado do gque células assassinas naturais de sangue

periférico.

Finalmente, o presente invento refere-se a células
assassinas naturais combinadas para utilizacdo num método de
tratamento de um tumor num individuo, onde as referidas células
assassinas naturais combinadas compreendem células assassinas
naturais intermédias placentdrias CD56"%, CD16~ isoladas a
partir de perfusato placentdrio e células assassinas naturais
isoladas a partir de sangue do corddao umbilical e onde o
referido sangue do cordédo umbilical ¢é isolado a partir da
placenta a partir da gqual o referido perfusato placentario é
obtido, onde as referidas células assassinas naturais
intermédias placentdrias exprimem um ou mais dos microARNs
hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-miR-302c, hsa-miR-
326, hsa-miR-337, hsa-miR-497, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-515-5p,
hsa-miR-517b, hsa-miR-517c, hsa-miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-
miR-519d, hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-564, hsa-miR-
566, hsa-miR-618 ou hsa-miR-99a a um nivel detectavelmente
mais elevado do qgue células assassinas naturais de sangue
periférico.
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E aqui proporcionada a utilizacéo de perfusato
placentédrio, células de perfusato placentdrio e/ou células
assassinas naturais derivadas de perfusato placentéario
("PINK") obtidas a partir de placenta para suprimir o
crescimento ou proliferacdo de uma célula tumoral ou
pluralidade de células tumorais. Em particular, sdo aqui
proporcionadas células assassinas naturais (NK) e populacgdes
de células NK, isoladas a partir de perfusato placentario,
e.g., perfusato placentdrio humano, ou isoladas a partir de
tecido placentdrio que foi quebrado mecanicamente e/ou
enzimaticamente, métodos de obtencdo das células NK, e métodos
de utilizacdo das células. Sao também aqui proporcionadas
populacdes de células, e.qg., populacgdes de células
placentarias, compreendendo células assassinas naturais. Na
Seccdo 5.1, abaixo, descrevem-se métodos de obtencdo de
perfusato placentdrio e de obtencdo de células a partir de
perfusato placentdrio. Na Secc¢do 5.2, abaixo descrevem-se
células assassinas naturais derivadas de perfusato placentéario
e métodos de obtencdo das células. Na Seccdo 5.3, abaixo,
descrevem-se métodos de utilizacdo do perfusato placentério,
das células derivadas de perfusato placentdrio ou das células
assassinas naturais derivadas de perfusato placentéario, e.qg.,
células assassinas naturais intermédias, para suprimir a
proliferacdo de células tumorais.

5.1. Perfusato placentario

5.1.1. Composicdo da colheita de células

O perfusato placentdrio, as células de perfusato e as
células assassinas naturais derivadas de perfusato placentédrio
aqui proporcionados podem ser colhidos por perfusdao de uma
placenta pdés-parto de mamifero, e.g., humano, utilizando uma
composicédo de colheita de células placentdrias. O perfusato
pode ser colhido a partir da placenta por perfusdo da placenta
com qualquer solucdo fisiologicamente aceitédvel, e.g., uma
solucdo salina, meio de cultura ou uma composicado de colheita
de células mais complexa. Uma composicdo de colheita de células
adequada para perfusdo de uma placenta, e para a colheita e
preservacdo de células de perfusato, e.g., células de perfusato
placentdrio nucleadas totais ou células PINK, ¢é descrita em
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detalhe na Publicacdo de Pedido de Patente dos E.U.A.
relacionado N.° 2007/0190042.

A composicdo de colheita de células pode compreender
qualguer solugdo fisiologicamente aceitdvel adequada para a
colheita e/ou cultura de células estaminais, por exemplo, uma
solucdo salina (e.g., solucdo salina tamponada com fosfato,
solucdo de Krebs, solucdao de Krebs modificada, solucdo de
Eagle, NaCl 0,9%, etc.), um meio de cultura (e.g., DMEM,
H.DMEM, etc.), e outros.

A composicdo de colheita de células pode compreender um
ou mals componentes que tendem a preservar as células
placentéarias, isto é, a evitar que as células placentérias
morram, ou retardar a morte das células placentdrias, reduzir
o numero de células placentdrias numa populacdo de células que
morre, ou outra, desde o momento da colheita até ao momento da
cultura. Estes componentes podem ser, e.g., um inibidor de
apoptose (e.g., um inibidor de caspase ou um inibidor de JNK);
um vasodilatador (e.g., sulfato de magnésio, um fadrmaco anti-
hipertensor, péptido natriurético atrial (ANP) ,
adrenocorticotropina, hormona de libertacdo de corticotropina,
nitroprusseto de sdédio, hidralazina, adenosina-trifosfato,
adenosina, indometacina ou sulfato de magnésio, um inibidor de

fosfodiesterase, etc.); um inibidor de necrose (e.g., 2-(1H-
indol-3-il)-3-pentolamino-maleimida, ditiocarbamato de
pirrolidina ou clonazepam); um inibidor de TNF- ; e/ou um

perfluorocarboneto portador de oxigénio (e.g., brometo de
perfluoro-octilo, brometo de perfluorodecilo, etc.).

A composigdo de colheita de células pode compreender uma
ou mais enzimas de degradacadao de tecido, e.qg., uma
metaloprotease, uma serina-protease, uma protease neutra, uma
hialuronidase, uma RNase ou uma DNase, ou outras. Estas enzimas
incluem, mas nao estdao limitadas a, colagenases (e.qg.,
colagenase I, II, III ou IV, uma colagenase a partir de
Clostridium histolyticum, etc.); dispase, termolisina,
elastase, tripsina, LIBERASE, hialuronidase, e outras.

A composicdo de colheita de células pode compreender uma
quantidade bactericidamente ou bacteriostaticamente eficaz de
um antibidtico. Em certas concretizacdes ndo limitantes, o
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antibidético é um macrdélido (e.qg., tobramicina), uma
cefalosporina (e.qg., cefalexina, cefradina, cefuroxima,
cefprozil, cefaclor, cefixima ou cefadroxil), uma
claritromicina, uma eritromicina, uma penicilina (e.qg.,
penicilina V) ou uma guinolona (e.qg., ofloxacina,
ciprofloxacina ou norfloxacina), uma tetraciclina, uma
estreptomicina, etc. Numa concretizacao particular, o)
antibidético é activo contra bactérias Gram(+) e/ou Gram(-),

e.g., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, € outras.

A  composicdo de colheita de células pode também
compreender um ou mais dos compostos seguintes: adenosina
(cerca de 1 mM a cerca de 50 mM); D-glucose (cerca de 20 mM a
cerca de 100 mM); ides magnésio (cerca de 1 mM a cerca de 50
mM); uma macromolécula de peso molecular superior a 20 000
dalton, numa concretizacao, presente numa quantidade
suficiente para manter integridade endotelial e viabilidade
celular (e.g., um coldide sintético ou de ocorréncia natural,
um polissacarido tal como dextrano ou um polietilenoglicol
presentes em cerca de 25 g/l a cerca de 100 g/1l, ou cerca de
40 g/1 a cerca de 60 g/l); um antioxidante (e.qg.,
hidroxianisole butilado, hidroxitolueno butilado, glutationa,
vitamina C ou vitamina E presentes em cerca de 25 uM a cerca
de 100 uM); um agente redutor (e.g., N-acetilcisteina presente
em cerca de 0,1 mM a cerca de 5 mM); um agente que impede a
entrada de calcio nas células (e.g., verapamil presente em
cerca de 2 pM a cerca de 25 pM); nitroglicerina (e.g., cerca
de 0,05 g/L a cerca de 0,2 g/L); um anticoagulante, numa
concretizacdo, presente numa quantidade suficiente para ajudar
a impedir a coagulacdo de sangue residual (e.g., heparina ou
hirudina presentes numa concentracdo de cerca de 1000
unidades/1 a cerca de 100 000 unidades/1l); ou um composto
contendo amilorida (e.g., amilorida, etil-isopropil-amilorida,
hexametileno—-amilorida, dimetil-amilorida ou isobutil-
amilorida presentes em cerca de 1,0 uM a cerca de 5 uM).

5.1.2. Colheita e manipulacido de placenta

Em geral, uma placenta humana é recuperada pouco depois
da sua expulsdo apds o nascimento. Numa concretizacio

preferida, a placenta é recuperada a partir de uma paciente
apds consentimento informado e apds ser efectuada uma histédria
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médica completa da paciente e associada a placenta.
Preferivelmente, a histdéria médica continua apds o parto. Esta
histdéria médica pode ser utilizada para coordenar a utilizacéo
subsequente da placenta ou das células colhidas a partir da
mesma. Por exemplo, células placentdrias humanas podem ser
utilizadas, a luz da histdéria médica, para medicina
personalizada para o bebé associado a placenta, ou para o0s
pais, irmdos ou outros parentes do bebé.

Antes de recuperar o perfusato, removem—-se o sangue do
cordao umbilical e o) sangue placentério. Em certas
concretizacdes, apds o parto, & recuperado o sangue do cordao
na placenta. A placenta pode ser submetida a um processo de
recuperacgdo convencional do sangue do corddo. Tipicamente
utiliza-se uma agulha ou canula, com o auxilio da gravidade,
para sangrar a placenta (ver, e.g., Anderson, Patente dos
E.U.A. N.2 5 372 581; Hessel et al., Patente dos E.U.A. N.2 5
415 665). A agulha ou cénula é colocada usualmente na veia
umbilical e a placenta pode ser gentilmente massajada para
ajudar a drenar o sangue de corddo a partir da placenta. Esta
recuperacao de sangue de cordao pode ser realizada
comercialmente, e.g., LifeBank 1Inc., Cedar Knolls, N.J.,
ViaCord, Cord Blood Registry and CryoCell. Preferivelmente, a
placenta é drenada por gravidade sem manipulacdo adicional de
modo a minimizar a disrupcdo de tecido durante a recuperacao
de sangue de cordao.

Tipicamente, uma placenta €& transportada desde a sala de
partos ou nascimentos para outra localizacgdo, e.g., um
laboratério, para recuperacdo de sangue de corddo e colheita
de perfusato. A placenta ¢é preferivelmente transportada num
dispositivo de transporte isolado termicamente, estéril
(mantendo a temperatura da placenta entre 20-28°C), por
exemplo, colocando a placenta, com o corddo umbilical proximal
pincado, num saco de pléstico com fecho de correr, estéril,
que ¢é depois colocado num recipiente isolado. Noutra
concretizacdo, a placenta é transportada num kit de colheita
de sangue de corddo substancialmente como descrito na Patente
dos E.U.A. N.°¢ 7 147 626. Preferivelmente, a placenta ¢é
entregue ao laboratdério quatro a vinte e quatro horas apds
parto. Em certas concretizacdes, o corddo umbilical proximal
é pincado, preferivelmente a menos de 4-5 cm (centimetros) da
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insercdo no disco placentdrio antes da recuperacdo do sangue
de cordao. Noutras concretizacdes, o corddo umbilical proximal
¢ pincado apds recuperacado do sangue de corddo mas antes do
processamento adicional da placenta.

Antes da colheita do perfusato, a placenta pode ser
armazenada sob condicdes estéreis e quer a temperatura ambiente
quer a uma temperatura de 5 a 25°C (centigrados). A placenta
pode ser armazenada por um periodo de mais de quarenta e oito
horas, e preferivelmente por um periodo de quatro a vinte e
quatro horas antes de perfundir a placenta para remover
qualquer sangue de cordao residual. A placenta é
preferivelmente armazenada numa solucgdo anticoagulante a uma
temperatura de 5°C a 25°C (centigrados) . Solucgdes
anticoagulantes adequadas sao bem conhecidas na especialidade.
Por exemplo, pode-se utilizar uma solugdo de heparina ou
varfarina sdédica. Numa concretizacdo preferida, a solucgéo
anticoagulante compreende uma solucgdo de heparina (e.g., 1%
p/p em solucdo 1:1000). A placenta sangrada ¢é preferivelmente
armazenada por nao mais de 36 horas antes de se colher o
perfusato placentério.

5.1.3. Perfusdo placentaria

Métodos de perfusdo de placentas de mamifero séo
reveladas, e.g., em Hariri, Patentes dos E.U.A. N.°s 7 045 148
e 7 255 879, e Publicacéo do Pedido de Patente dos E.U.A. N.¢
2007/0190042, intitulada "Improved Composition for Collecting
and Preserving Organs".

O perfusato pode ser obtido por passagem de solucgao de
perfusao, e.g., solucao salina, meio de cultura ou composicdes
de colheita de células descritas acima, através da vasculatura
placentdria. Numa concretizacdo, uma placenta de mamifero &
perfundida por passagem de solucdo de perfusdo através de
qualguer ou de ambas da artéria umbilical e veia umbilical. O
fluxo de solugcdo de perfusdo através da placenta pode ser
conseguido wutilizando, e.g., fluxo por gravidade dentro da
placenta. Preferivelmente, a solucdo de perfusdo é forcada
através da placenta utilizando uma bomba, e.g., uma bomba
peristdltica. A veia umbilical pode ser, e.g., canulada com
uma céanula, e.g., uma canula de TEFLON® ou plastico, que esta
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ligada a um dispositivo de conexdo estéril, tal como uma
tubagem estéril. O dispositivo de conexdo estéril estd ligado
a uma tubagem de perfusao.

Na preparacgdo para perfusédo, a placenta é preferivelmente
orientada de um modo tal que a artéria umbilical e a veia
umbilical estdo localizadas no ponto mais elevado da placenta.
A placenta pode ser perfundida por passagem de uma solucdo de
perfusdo através da vasculatura placentdria, ou através da
vasculatura placentédria e tecido envolvente. Numa
concretizacgdo, a artéria umbilical e a veia umbilical séo
ligadas simultaneamente a uma pipeta que estd ligada através
de um conector flexivel a um reservatdério da solucgdo de
perfusdao. Faz-se passar a solugcdao de perfusdo no interior da
veia e artéria umbilical. A solucgdo de perfusdo exsuda a partir
de e/ou passa através das paredes dos vasos sanguineos para oS
tecidos envolventes da placenta, e é colhida num vaso aberto
adequado a partir da superficie da placenta que estava ligada
ao Utero da mé&e durante a gestacdo. A solucdo de perfusédo pode
também ser introduzida através a abertura do cordédo umbilical
e deixada fluir ou percolar através das aberturas na parede da
placenta que faz a interface com a parede uterina materna.
Noutra concretizacdo, faz-se passar a solucdao de perfuséao
através das veias umbilicais e colhe-se a partir da artéria
umbilical, ou faz-se passar através da artéria umbilical e
colhe-se a partir das veias umbilicais, isto &, faz-se passar
apenas através da vasculatura placentédria (tecido fetal).

Numa concretizacgdo, por exemplo, a artéria umbilical e a
veia umbilical estdo ligadas simultaneamente, e.g., a uma
pipeta que estd ligada através de um conector flexivel a um
reservatdério da solucdo de perfusédo. Faz-se passar a solucgao
de perfusdo no interior da veia e artéria umbilical. A solugao
de perfusdo exsuda a partir de e/ou passa através das paredes
dos vasos sanguineos para os tecidos envolventes da placenta,
e & colhida num vaso aberto adequado a partir da superficie da
placenta que estava ligada ao utero da méde durante a gestacéao.
A solucdo de perfusdo pode também ser introduzida através a
abertura do corddo umbilical e deixada fluir ou percolar
através das aberturas na parede da placenta que faz a interface
com a parede uterina materna. As células placentdrias que séao
colhidas por este método, que pode ser referido como um método
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de "panela", sdo tipicamente uma mistura de células fetais e
maternas.

Noutra concretizacdo, faz-se passar a solucdo de perfuséo
através das veias umbilicais e colhe-se a partir da artéria
umbilical, ou faz-se passar através da artéria umbilical e
colhe-se a partir das veias umbilicais. As células placentéarias
colhidas por este método, que pode ser referido como um método
em "circuito fechado", sédo tipicamente quase exclusivamente
fetais.

O método de ©perfusdo em <circuito fechado, numa
concretizacdo, pode ser realizado como se segue. Obtém-se uma
placenta pds-parto no prazo de 48 horas apds o nascimento. O
corddo umbilical é pingado e cortado acima da pinga. O cordédo
umbilical pode ser rejeitado, ou pode ser processado para
recuperar, e€.g., células estaminais de corddo umbilical, e/ou
para processar a membrana de corddo umbilical para a producao
de um biomaterial. A membrana amnidética pode ser mantida
durante a perfusdo, ou pode ser separada do cdérion, por
exemplo, utilizando uma dissecgdo sem corte com os dedos. Se
a membrana amnidtica é separada do coérion antes da perfuséo,
esta pode ser, e.g., rejeitada ou processada, e.g., para obter
células estaminais por digestédo enzimdtica, ou para produzir,
e.g., um biomaterial de membrana amnidtica, e.g., o biomaterial
descrito na Publicacdo do Pedido de Patente dos E.U.A. N.?2
2004/0048796. Apds limpar a placenta de todos os codgulos de
sangue visiveis e de sangue residual, e.g., utilizando gaze
estéril, expdem-se os vasos do corddo umbilical, e.g., cortando
parcialmente a membrana do corddo umbilical para expor uma
seccao transversal do corddo. Identificam-se os vasos e abrem-—
se, e.g., fazendo avancar uma pinca tipo crocodilo fechada
através da extremidade cortada de cada vaso. A aparelhagem,
e.g., tubagem pléstica ligada a um dispositivo de perfusido ou
bomba peristdltica, € depois inserida em cada uma das artérias
placentdrias. A bomba pode ser qualgquer bomba adequada para o
propdésito, e.g., uma bomba peristdltica. A tubagem pléastica,
ligada a um reservatdério de colheita estéril, e.g., um saco de
sangue tal como um saco de colheita de 250 mL, é depois inserida
na veia placentédria. Alternativamente, a tubagem ligada a bomba
¢ inserida na veia placentédria, e tubos ligados a um ou mais

reservatdrios de colheita sdo inseridos em uma ou em ambas as
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artérias placentédrias. A placenta é depois perfundida com um
volume de solucéao de perfusao, e.g., cerca de 750 ml de solucéo
de perfusdo. Colhem-se depois as células no perfusato, e.qg.,
por centrifugacéao.

Numa concretizacdo, o corddo umbilical proximal esté
pingcado durante a perfusdo e, mais preferivelmente, esté
pincado a menos de 4-5 cm (centimetro) da insergdo do cordéao
no disco placentério.

A primeira colheita de fluido de perfusdo a partir de uma
placenta de mamifero durante o processo de exsanguinacdo estéd
geralmente colorida com gldébulos vermelhos residuais do sangue
de corddo e/ou sangue placentdrio. O fluido de perfusdo torna-
se mais descolorido a medida que a perfusdo prossegue e as
células residuais de sangue de corddo umbilical sdo lavadas da
placenta. Em geral de 30 a 100 mL de fluido de perfusao sao
adequados para lavar inicialmente o sangue da placenta, mas
pode-se utilizar mais ou menos fluido de perfusao dependendo
dos resultados observados.

O volume de liquido de perfusédo utilizado para perfundir
a placenta pode variar dependendo do numero de células
placentdrias a serem colhidas, do tamanho da placenta, do
numero de colheitas a serem efectuadas a partir de uma Unica
placenta, etc. Em varias concretizacdes, o volume de ligquido
de perfusdo pode ser de 50 mL a 5000 mL, 50 mL a 4000 mL, 50
mL a 3000 mL, 100 mL a 2000 mL, 250 mL a 2000 mL, 500 mL a
2000 mL, ou 750 mL a 2000 mL. Tipicamente, a placenta &
perfundida com 700-800 mL de liquido de perfusdo apds
exsanguinacgao.

A placenta pode ser perfundida uma pluralidade de vezes
no decorrer de varias horas ou varios dias. Quando se pretende
perfundir a placenta uma pluralidade de vezes, esta pode ser
mantida ou cultivada sob condicgdes assépticas num recipiente
ou noutro vaso adeqgquado, e perfundida com uma composicao de
colheita de células, ou uma solucdo de perfusédo padrédo (e.g.,
uma solucao salina normal tal como solucéo salina tamponada
com fosfato ("PBS") com ou sem um anticoagulante (e.g.,
heparina, varfarina sdédica, cumarina, bis-hidroxicumarina),

e/ou com ou sem um agente antimicrobiano (e.qg.,



EP 2 203 176/PT
27

mercaptoetanol (0,1 mM); antibidéticos tais como estreptomicina
(e.g., a 40-100 upug/ml), penicilina (e.g., a 40 U/ml),
anfotericina B (e.g., a 0,5 pg/ml). Numa concretizagdo, uma
placenta isolada é mantida ou cultivada por um periodo de tempo
sem colheita do perfusato, tal gque a placenta é mantida ou
cultivada durante 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 ou 24 horas, ou 2 ou 3
ou mais dias antes da perfusdo e colheita de perfusato. A
placenta perfundida pode ser mantida durante um ou mais
periodos adicionais, e.g., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ou mais
horas, e perfundida uma segunda vez com, e.g., 700-800 mL de
fluido de perfusdo. A placenta pode ser perfundida 1, 2, 3, 4,
5 ou mais vezes, por exemplo, uma vez a cada 1, 2, 3, 4, 5 ou
6 horas. Numa concretizacao preferida, a perfusdo da placenta
e a colheita de solucao de perfusao, e.g., composicdo de
colheita de células placentarias, é repetida até o numero de
células nucleadas recuperadas cair para menos de 100
células/ml. Os perfusatos para diferentes pontos temporais
podem ainda ser processados individualmente para recuperar
populacdes de células dependentes do tempo, e.g., células
nucleadas totais. Podem-se também reunir perfusatos obtidos
para diferentes pontos temporais.

5.1.4. Perfusato placentdario e <células de perfusato

placentario

o) perfusato placentério compreende uma colheita
heterogénea de células. Tipicamente, o perfusato placentéario
¢ desprovido de eritrdécitos antes do uso. Esta deplecdo pode
ser realizada por métodos conhecidos de separacdo de gldébulos
vermelhos de células sanguineas nucleadas. Em certa
concretizacdo, o perfusato ou células de perfusato séao
criopreservados. Em certas outras concretizacdes, o perfusato
placentéario compreende, ou as células de perfusato
compreendem, apenas células fetais, ou uma combinacdo de

células fetais e células maternas.

Tipicamente, o perfusato placentdrio a partir de uma unica
perfusdo placentdria compreende cerca de 100 milhdes a cerca
de 500 milhées de células nucleadas. Em certas concretizacdes,
o perfusato placentario ou células de perfusato compreendem
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células CCD34%, e.g., células progenitoras ou estaminais
hematopoiéticas. Numa concretizacdo mais especifica, estas
células podem compreender células progenitoras ou estaminais
CD34*CD45-, células progenitoras ou estaminais CD347CD45",
progenitoras mieldides, progenitoras linfdides e/ou
progenitoras eritrdides. Noutras concretizacdes, o perfusato
placentdrio e células de perfusato placentdrio compreendem
células estaminais placentarias aderentes, e.g., células
estaminais CD34-. Noutra concretizacao, o) perfusato
placentdrio e células de perfusato placentdrio compreendem,
e.qg., células progenitoras endoteliais, células
osteoprogenitoras e células assassinas naturais. Em certas
concretizacdes, o perfusato placentdrio conforme colhido a
partir da placenta e desprovido de eritrdcitos, ou células de
perfusato isoladas a partir deste perfusato, compreendem cerca
de 6-7% de células assassinas naturais (CD3~, CD56%); cerca de
21-22% de células T (CD3%*); cerca de 6-7% de células B (CD19%");
cerca de 1-2% de células progenitoras endoteliais (CD347,
CD31%); cerca de 2-3% de células progenitoras neurais

(nestina™) ; cerca de 2-5% de células progenitoras
hematopoiéticas (CD34%); e <cerca de 0,5-1,5% de células

estaminais placentdrias aderentes (e.g., CD34-, CD117-, CD105*
e CD44%*), conforme determinado, e.g. por citometria de fluxo,
e.g., por andlise FACS.

5.2. Disrupcdo e digestdo de tecido placentdrio para obter
células PINK

Podem-se obter células assassinas naturais placentéarias,
e.g., células PINK, a partir de tecido placentdrio que foi
quebrado mecanicamente e/ou enzimaticamente.

O tecido placentdrio pode ser guebrado utilizando uma ou
mais enzimas de degradacao de tecido, e.g., uma metaloprotease,
uma serina-protease, uma protease neutra, um RNase ou uma
DNase, ou outra. Estas enzimas incluem, mas nado estdao limitadas
a, colagenases (e.g., colagenase I, II, IIT ou IV, uma
colagenase a partir de Clostridium histolyticum, etc.);
dispase, termolisina, elastase, tripsina, LIBERASE,
hialuronidase, e outras. Tipicamente apds digestdo, faz-se
passar o tecido digerido através de um coador ou filtro para
remover aglomerados de células parcialmente digeridos,
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deixando uma suspensao de células substancialmente

individuais.

Apbds se obter uma suspensdo de células placentérias,
podem-se isolar células assassinas naturais utilizando, e.g.,
anticorpos para CD3 e CD56. Numa concretizagdo especifica,
células assassinas naturais placentdrias sdo isoladas por
seleccdo de células que sao CD56" para produzir uma primeira
populacéo de células; contacto da referida primeira populacéo
de células com anticorpos especificos para CD3 e/ou CDl6; e
remocdo das células a partir da referida primeira populacédo de
células que sao CD3" ou CD56", produzindo desse modo uma segunda
populacéo de células que ¢ substancialmente CD56" e CD3~, CD56"
e CDle~, ou CD56", CD3 e CDlo .

Numa concretizacdo, utilizam-se pérolas magnéticas para
isolar células assassinas naturais placentdrias a partir de
uma suspensdo de células placentdrias. As células podem ser
isoladas, e.g., utilizando uma técnica de separacdo de células
activadas magnéticas (MACS, magnetic activated cell sorting),
um método para separar particulas com base na sua capacidade
para se ligarem a pérolas magnéticas (e.g., cerca de 0,5-100
pm de diédmetro) que compreendem um ou mails anticorpos
especificos, e.g., anticorpos anti-CD56. Podem-se realizar
varias modificac¢des uUteis sobre as microesferas magnéticas,
incluindo adigdo covalente de anticorpo que especificamente
reconhece uma molécula na superficie celular ou hapteno
particular. Misturam-se depois pérolas com as células para
permitir a ligagdo. Fazem-se depoils passar as células através
de um campo magnético para separar as células possuindo o
marcador de superficie celular especifico. Numa concretizacao,
estas células podem depois ser isoladas e remisturadas com
pérolas magnéticas acopladas a um anticorpo contra marcadores
de superficie celular adicionais. Fazem-se depois passar as
células através de um campo magnético, isolando as células que
se ligam a ambos os anticorpos. Estas células podem entdo ser
diluidas em placas separadas, tais Ccomo placas de
microtitulacdo para isolamento clonal.
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5.3. Células assassinas naturais placentdrias

Num  aspecto, é aqui proporcionado o) isolamento,
caracterizacdo e utilizacdo de células assassinas naturais que
podem ser obtidas a partir de placenta, e.g., a partir de
perfusato placentdrio e/ou a partir de tecido placentéario
quebrado mecanicamente e/ou enzimaticamente, e de composicdes
compreendendo estas células assassinas naturais. Numa
concretizacdo especifica, as células assassinas naturais
placentarias sédo "células assassinas naturais intermédias
placentéarias", ou células "PINK", sdo caracterizadas como
sendo CD56'CD1l6, i.e., exibindo o marcador celular CD56 e com
auséncia do marcador celular CD16, e.g., como determinado por
citometria de fluxo, e.g., separacdo de células activadas por
fluorescéncia utilizando anticorpos contra CD16 e CD56, como
descrito acima. Como tal, s&o agqui proporcionadas células PINK
isoladas e pluralidades de células PINK isoladas. Saoc também
aqui proporcionadas pluralidades de células isoladas
compreendendo células PINK CD567CD16~ em combinagdo com células
assassinas naturais CD56%CD16". Em concretizacgbes mais
especificas, as células assassinas naturais CD56"CD16" podem
ser isoladas a partir de placenta, ou a partir de outra origem,
e.g., sangue periférico, sangue do cordido umbilical, medula
6ssea, ou outras. Assim, em vaArias outras concretizacdes,
células PINK podem ser combinadas com células assassinas
naturais CD56"CD16", e.g., em proporgdes de, por exemplo, cerca
de 1:10, 2:9, 3:8, 4:7, 5:6, 6:5, 7:4, 8:3, 9:2, 1:10, 1:9,
1.8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1,
6:1, 7:1, 8:1 ou cerca de 9:1. Como utilizado neste contexto,
"isoladas" significa que as células foram removidas do seu
ambiente normal, e.g., a placenta.

Em certas concretizacdes, as células PINK sao CD3 .

Noutras concretizacbes, as células PINK ndo exibem um ou
mais marcadores celulares exibidos por células assassinas
naturais totalmente maduras (e.g., CD1l6), ou exibem estes um
ou mais marcadores a um nivel detectavelmente reduzido em
comparacao com células assassinas naturais totalmente maduras,
ou exibem um ou mais marcadores celulares associados a
precursores de células assassinas naturais mas ndo a células

assassinas naturais totalmente maduras. Numa concretizacao



EP 2 203 176/PT
31

especifica, uma célula PINK aqui proporcionada exprime NKG2D,
CD94 e/ou NKp46 a um nivel detectavelmente mais baixo do que
uma célula NK totalmente madura. Noutra <concretizacéo
especifica, uma pluralidade de células PINK aqui
proporcionadas expressa, no total, NKG2D, CD9%4 e/ou NKp46 a um
nivel detectavelmente mais baixo do que um numero equivalente
de células NK totalmente maduras.

Em certas concretizacdes, as células PINK exprimem um ou
mais dos microARNs hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-
miR-302c, hsa-miR-326, hsa-miR-337, hsa-miR-497, hsa-miR-512-
3p, hsa-miR-515-5p, hsa-miR-517b, hsa-miR-517c, hsa-miR-518a,
hsa-miR-518e, hsa-miR-519d, hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-
miR-564, hsa-miR-566, hsa-miR-618, e/ou hsa-miR-9%9a a um nivel
detectavelmente mais elevado do que células assassinas

naturais de sangue periférico.

Em certas concretizacbes, as células assassinas naturais
placentarias, e.g., células PINK, foram expandidas em cultura.
Em certas outras concretizacdes, as células de perfusato
placentdrio foram expandidas em cultura. Numa concretizacgédo
especifica, as referidas células de perfusato placentédrio
foram expandidas na presenca de uma camada alimentadora e/ou
na presenca de pelo menos uma citoquina. Numa concretizacgao
mais especifica, a referida camada alimentadora compreende
células K562 ou células mononucleares de sangue periférico.
Noutra concretizacdo mais especifica, a referida pelo menos
uma citoquina é interleucina-2.

Noutra concretizacao, é aqui proporcionada uma
pluralidade (e.g., populacdo) de células PINK isoladas. Noutra
concretizacdo especifica, a populacdo de células isoladas é
produzida por isolamento de células por micropérolas de CD56
a partir de perfusato placentdrio. Em varias concretizacgdes
egspecificas, a populacdo compreende pelo menos cerca de 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou pelo menos
cerca de 99% de células PINK. Noutra concretizacédo, a
pluralidade de células PINK compreende, ou consiste de, células
PINK que nédo foram expandidas; e.g., sado conforme colhidas a
partir de perfusato placentdrio. ©Noutra concretizagdo, a
pluralidade de células PINK compreende, ou consiste de, células
PINK que foram expandidas. Métodos de expansao de células
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assassinas naturais foram descritos, e.g., em Ohno et al.,
Publicagdo do Pedido de Patente dos E.U.A. N.° 2003/0157713;
ver também Yssel et al., J. Immunol. Methods 72(1):219-227
(1984) e Litwin et al., J. Exp. Med. 178(4):1321-1326 (1993)
e a descricdo da expansdo de células assassinas naturais no
Exemplo 1, abaixo.

Noutras concretizacdes, a pluralidade de células PINK
isoladas nao exibe um ou mais marcadores celulares exibidos
por células assassinas naturais totalmente maduras (e.qg.,
CD16), ou exibe estes um ou mais marcadores a um nivel
detectavelmente reduzido em comparacdo com células assassinas
naturais totalmente maduras, ou exibe um ou mais marcadores
celulares associados a precursores de células assassinas
naturais mas ndo associados a células assassinas naturais
totalmente maduras. Numa concretizacdo especifica, uma célula
PINK aqui proporcionada exprime NKG2D, CD94 e/ou NKpd6 a um
nivel detectavelmente mais baixo do que uma célula NK
totalmente madura. Noutra concretizacgcdo especifica, uma
pluralidade de células PINK aqui proporcionada exprime, no
total, NKG2D, CD94 e/ou NKp46 a um nivel detectavelmente mais
baixo do que um numero equivalente de células NK totalmente
maduras.

Em certas concretizacdes especificas, a populacdo de
células PINK exprime um ou mais dos microARNs hsa-miR-100,
hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-miR-302c, hsa-miR-326, hsa-miR-
337, hsa-miR-497, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-515-5p, hsa-miR-
517b, hsa-miR-517c¢, hsa-miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-miR-519d,
hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-564, hsa-miR-566, hsa-miR-
618 e/ou hsa-miR-9%9a a um nivel detectavelmente mais elevado
do que células assassinas naturais de sangue periférico. Noutra
concretizacdo especifica, a populacido de células PINK exprime
uma quantidade detectavelmente mais elevada de granzima B do
gque um numero equivalente de células assassinas naturais de

sangue periférico.

Noutras concretizacobes, as células PINK aqui
proporcionadas foram expandidas em cultura. Em concretizacdes
especificas, as células PINK foram cultivadas, e.qg.,
expandidas em cultura, durante pelo menos, cerca de, ou no
maximo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
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17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 dias. Numa
concretizacdo especifica, as células PINK sao cultivadas
durante cerca de 21 dias.

Noutra concretizacgdo, € aqui proporcionada uma populacgao
de células isoladas, e.g., células placentédrias, compreendendo
células PINK. Numa concretizacdo especifica, a populacdo de
células isoladas ¢é constituida de células nucleadas totais a
partir de perfusato placentéario, e.g., células de perfusato
placentdrio, compreendendo células PINK isoladas, autdlogas.
Noutra concretizacdo especifica, a populacdo de células € uma
populacédo de células isoladas produzida por isolamento de
células por micropérolas de CD56 a partir de perfusato
placentdrio. Em vArias concretizacdes especificas, a populacédo
compreende pelo menos cerca de 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou pelo menos cerca de 99% células
PINK.

Porque a placenta pds-parto compreende tecidos e células
a partir do feto e a partir do perfusato placentdrio da mée,
dependendo do método de colheita, pode compreender apenas
células fetais, ou uma maioria substancial de células fetais
(e.g., mails de cerca de 90%, 95%, 98% ou 99%), ou pode
compreender uma mistura de células fetais e maternas (e.g., as
células fetais compreendem menos do que cerca de 90%, 80%,
70%, 60% ou 50% das células nucleadas totais do perfusato).
Numa concretizagdo, as células PINK sao obtidas apenas a partir
de células placentédrias fetais, e.g., células obtidas a partir
de perfusdo da placenta em circuito fechado (ver acima) onde
a perfusao produz ©perfusato compreendendo uma maioria
substancial de, ou apenas, células placentdrias fetais. Noutra
concretizacdo, as células PINK sao obtidas a partir de células
fetalis e maternas, e.g., células obtidas por perfusédo pelo
método de panela (ver acima), onde a perfusdo produziu
perfusato compreendendo uma mistura de células placentarias
fetais e maternas. Assim, numa concretizacéao, ¢ aqui
proporcionada uma populacdao de células assassinas naturais
intermédias derivadas de placenta, a maioria substancial das
quais tem o gendétipo fetal. Noutra concretizacdo, € aqui
proporcionada uma populacdo de células assassinas naturais
intermédias derivadas de placenta que compreendem células
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assassinas naturais possuindo o gendétipo fetal e células

assassinas naturais possuindo o fendtipo maternal.

Sao também aqui proporcionadas populacdes de células
assassinas naturais intermédias derivadas de placenta que
compreendem células assassinas naturais a partir de uma origem
ndo placentaria. Por exemplo, numa concretizacdo, ¢é aqui
proporcionada uma populacdo de células PINK que também
compreende células assassinas naturais a partir de sangue do
corddo umbilical, sangue periférico, medula &ssea, ou uma
combinacgdo de dois ou mais das anteriores. As populacdes de
células assassinas naturais compreendendo células PINK e
células assassinas naturais a partir de uma origem néao
placentdria podem compreender as células, e.g., numa Proporcgao
de cerca de 1:10, 2:9, 3:8, 4:7, 5:6, 6:5, 7:4, 8:3, 9:2, 10:1,
1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1,
5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 100:1, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20,
75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 55:45: 50:50, 45:55, 40:60, 35:65,
30:70, 25:75, 20:80, 15:85, 10:90, 5:95, 100:1, 95:1, 90:1,
85:1, 80:1, 75:1, 70:1, 65:1, 60:1, 55:1, 50:1, 45:1, 40:1,
35:1, 30:1, 25:1, 20:1, 15:1, 10:1, 5:1, 1:1, 1:5, 1:10, 1:15,
1:20, 1:25, 1:30, 1:35, 1:40, 1:45, 1:50, 1:55, 1:60, 1:65,
1:70, 1:75, 1:80, 1:85, 1:90, 1:95, ou cerca de 1:100, ou
outras.

Adicionalmente sao aqui proporcionadas combinagdes de
sangue do corddao umbilical e células PINK. Em varias
concretizacdes, sangue de corddo é combinado com células PINK
com cerca de 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10°% 5 x 10° 1 x 10° 5 x
109, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10® ou 5 x 10%, ou mais, células PINK
por mililitro de sangue de cordao.

Sao também aqui proporcionados métodos de isolamento de
células PINK. Numa concretizacdo, células PINK s&o colhidas
por obtencdo de perfusato placentdrio, depois contacto do
perfusato placentdrio com uma composicdo que especificamente
se liga a células CDb6", e.g., um anticorpo contra CD56,
seguido por isolamento de células CD56" com base na referida
ligacdo para formar uma populacdo de células CD56%. A populacéo
de células CD56" compreende uma populacdo de células assassinas
naturais isoladas. Numa concretizacdo especifica, células

CD56* sa&o postas em contacto com uma composicao qgue



EP 2 203 176/PT
35

especificamente se liga a células CDl6", e.g., um anticorpo
contra CD16, e as células CD16% a partir da populacdo de células
CD56%. Noutra concretizacdo especifica, células CD3' sdo também
excluidas da populacdo de células CD56".

Numa concretizacédo, as células PINK sédo obtidas a partir
de perfusato placentdrio como se segue. Placenta humana pds-
parto é sangrada e perfundida, e.g., com cerca de 200-800 mL
de solucdao de ©perfusao, apenas através da vasculatura
placentdria. Numa concretizacdo especifica, a placenta ¢é
drenada de sangue de corddo e lavada, e.g., com solucao de
perfusdao, através da vasculatura placentdria para remover
sangue residual antes da referida perfusdo. 0O perfusato é
colhido e processado para remover quaisquer eritrdécitos
residuais. As células assassinas naturais nas células
nucleadas totais no perfusato podem ser isoladas com base na
expressao de CD56 e CDl6. Em certas concretizacdes, o0
isolamento de células PINK compreende isolamento utilizando um
anticorpo para CD56, onde as células isoladas sdo CD56%. Noutra
concretizacao, o0 1isolamento de células PINK compreende
isolamento utilizando um anticorpo para CD16, onde as células
isoladas s&o CDl6 . Noutra concretizacdo, o isolamento de
células PINK compreende isolamento utilizando um anticorpo
para CD56, e exclusdo de uma pluralidade de células nao PINK
utilizando um anticorpo para CD1l6, onde as células isoladas
compreendem células CD56%, CD16".

A separacado de células pode ser efectuada por qualquer
método conhecido na especialidade, e.g., separacdo de células
activadas por fluorescéncia (FACS), ou, preferivelmente,
separacdo magnética de células utilizando micropérolas
conjugadas com anticorpos especificos. A separacdo magnética
de células pode ser realizada e automatizada utilizando, e.g,
um separador AUTOMACS™ (Miltenyi).

Noutro aspecto, € aqui proporcionado um método de
isolamento de células assassinas naturais placentéarias,
compreendendo obtencao de uma pluralidade de células
placentarias, e isolamento de células assassinas naturais a
partir da referida pluralidade de células placentdarias. Numa
concretizacdo especifica, as células placentédrias sdo, ou
compreendem, células de perfusato placentario, e.g., células
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nucleadas totais a partir de perfusato placentdrio. Noutra
concretizacdo especifica, a referida pluralidade de células
placentarias sé&o, ou compreendem, células placentarias obtidas
por digestédo mecdnica e/ou enzimdtica de tecido placentario.
Noutra concretizacdo, o referido isolamento ¢é realizado
utilizando um ou mais anticorpos. Numa concretizacdo mais
especifica, o referido um ou mais anticorpos compreendem um ou
mais anticorpos para CD3, CD1l6 ou CD56. Numa concretizacao
mais especifica, o referido isolamento compreende isolamento
de células CD56%" de células CD56° na referida pluralidade de
células placentédrias. Numa concretizacdo mais especifica, o
referido isolamento compreende isolamento de células
placentédrias CD56%, CDl16, e.g., células assassinas naturais
placentéarias, e.g., células PINK, de células placentédrias que
sdo CD56- ou CDl6f. Numa concretizacdo mais especifica, o
referido isolamento compreende isolamento de células
placentarias CD56", CD16-, CD3~ de células placentarias gque séao
CD56-, CD16" ou CD3*. Noutra concretizacédo, o referido método
de isolamento de células assassinas naturais placentédrias
resulta numa populacdo de células placentdrias que € pelo menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou pelo
menos 99% de células assassinas naturais CD56%, CD16™.

5.4. Células assassinas naturais placentdrias a partir de

perfusato e sangue de corddo correspondentes

Adicionalmente sdo aqui proporcionadas células assassinas
naturais obtidas, e que podem ser obtidas, a partir de
combinacdes de unidades de perfusato placentdrio e sangue do
corddo umbilical correspondentes, aqui referidas como células
assassinas naturais combinadas. "Unidades correspondentes",
como aqui utilizado, indica que as células NK sdo obtidas a
partir de células de perfusato placentdrio e de células de
sangue do corddo umbilical, onde as células de sangue do corddo
umbilical sdo obtidas a partir de sangue do cordao umbilical
a partir da placenta a partir da qual o perfusato placentéario
¢ obtido, i.e., as células de perfusato placentdario e as
células de sangue do cordao umbilical, e assim as células
assassinas naturais de cada, sdo do mesmo individuo.

Em certas concretizacodes, as células assassinas

placentarias combinadas compreendem apenas, ou
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substancialmente apenas, células assassinas naturais que séo
CD56% e CDl16° . Em certas outras concretizacdes, as células
assassinas placentarias combinadas compreendem células NK que
sao CD56% e CD167, e células NK gque sao CD56" e CD16%. Em certas
concretizacgdes especificas, as células assassinas placentédrias
combinadas compreendem pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 99,5% de células assassinas naturais
CD56%CD16~ (células PINK).

Numa concretizacao, as células assassinas naturais
combinadas nao foram cultivadas. Numa concretizacao
especifica, as células assassinas naturais combinadas
compreendem um numero detectavelmente mais elevado de células
assassinas naturais CD3°CD56'CD16~ do que um numero equivalente
de células assassinas naturais a partir de sangue periférico.
Noutra concretizacdo especifica, as células assassinas
naturais combinadas compreendem um numero detectavelmente mais
baixo de células assassinas naturais CD3CD56'CD16- do que um
numero equivalente de células assassinas naturais a partir de
sangue periférico. Noutra concretizacédo especifica, as células
assassinas naturais combinadas compreendem um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3"CD56"KIR2DL2/L3* do que um numero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico. Noutra
concretizacdo especifica, as células assassinas naturais
combinadas compreendem um numero detectavelmente mais baixo de
células assassinas naturais CD3 CD56'NKp46* do que um numero
equivalente de células assassinas naturais a partir de sangue
periférico. ©Noutra concretizacdo especifica, as células
assassinas naturais combinadas compreendem um numero
detectavelmente mais baixo de células assassinas naturais
CD3CD56™Kp30* do gue um nUmero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico. Noutra
concretizacdo especifica, as células assassinas naturais
combinadas compreendem um numero detectavelmente mais baixo de
células assassinas naturais CD3°CD5672B4" do gque um numero
equivalente de células assassinas naturais a partir de sangue
periférico. ©Noutra concretizacdo especifica, as células
assassinas naturais combinadas compreendem um numero
detectavelmente mais baixo de células assassinas naturais
CD3°CD56"CD94* do gue um numero eqgquivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico.
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Noutra concretizacdo, as células assassinas naturais
combinadas foram cultivadas, e.g., durante 21 dias. Numa
concretizacdo especifica, as células assassinas naturais
combinadas compreendem um numero detectavelmente mais baixo de
células assassinas naturais CD3 CD56'KIR2DL2/L3" do que um
numero equivalente de células assassinas naturais a partir de
sangue periférico. Noutra concretizacdo especifica, as células
assassinas naturais combinadas nédo foram cultivadas. Noutra
concretizacdo especifica, as células assassinas naturais
combinadas compreendem um numero detectavelmente mais elevado
de células assassinas naturais CD3 CD56'NKp44* do que um numero
equivalente de células assassinas naturais a partir de sangue
periférico. Numa concretizacdo especifica, as células
assassinas naturais combinadas compreendem um numero
detectavelmente mais elevado de células assassinas naturais
CD3CD56™Kp30* do gue um nuUmero equivalente de células
assassinas naturais a partir de sangue periférico.

Noutra concretizacdo, as células assassinas naturais
combinadas exprimem uma quantidade detectavelmente mais
elevada de granzima B do que um numero equivalente de células
assassinas naturais de sangue periférico.

Adicionalmente sao aqui proporcionadas combinagdes de
sangue do corddo umbilical e células assassinas naturais
combinadas. Em varias concretizacdes, sangue de corddo estéa
combinado com células assassinas naturais combinadas com cerca
de 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10°, 5 x 10° 1 x 10f% b5 x 109 1 x
107, 5 x 107, 1 x 10% 5 x 10% células assassinas naturais
combinadas por mililitro de sangue de cordao.

5.5. Combinacdes de perfusato/células

Para além de perfusato placentédrio, células de perfusato
placentario, células assassinas naturais combinadas e células
assassinas naturais placentéarias, e.g., células assassinas
naturais intermédias placentédrias, sdo aqui proporcionadas
composicdes compreendendo o perfusato ou células, para
utilizacdo na supressao da proliferacgdo de uma célula tumoral
ou pluralidade de células tumorais.
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5.5.1. Combinacdes de perfusato placentadrio, células de
perfusato e células assassinas naturais intermédias derivadas
de placenta

Adicionalmente sao aqui  proporcionadas composicdes
compreendendo combinac¢des do perfusato placentdrio, células de
perfusato placentdrio, células assassinas naturais intermédias
placentarias, e/ou células assassinas naturais combinadas
descritas nas Seccdes 5.1, 5.3 ou 5.4 acima. Numa
concretizacgdo, por exemplo, € aqui proporcionado um volume de
perfusato placentdrio suplementado com uma pluralidade de
células de perfusato placentdrio e/ou uma pluralidade de
células assassinas naturais placentarias, e.qg., células
assassinas naturais intermédias placentédrias, por exemplo,
obtidas a partir de células de perfusato placentdrio ou tecido
placentdrio quebrado mecanicamente ou enzimaticamente. Em
concretizacdes especificas, por exemplo, cada mililitro de
perfusato placentdrio estd suplementado com cerca de 1 x 104,
5 x 104, 1 x 105, 5 x 10, 1 x 10¢% 5 x 106, 1 x 107, 5 x 107, 1
x 108, 5 x 10®% ou mais células de perfusato placentdrio, células
assassinas naturais intermédias placentdrias e/ou células
assassinas naturais combinadas. Noutra concretizagdo, uma
pluralidade de células de ©perfusato placentdrio esté
suplementada com perfusato placentdrio, células assassinas
naturais intermédias placentarias e/ou células assassinas
naturais combinadas. Noutra concretizacao, uma pluralidade de
células assassinas naturais intermédias placentarias esté
suplementada com perfusato placentdrio, células de perfusato
placentdrio e/ou células assassinas naturais combinadas. Em
certas concretizagdes, quando se utiliza perfusato para
suplementacdo, o volume de perfusato é cerca de, maior do que
cerca de, ou menor do que cerca de, 50%, 45%, 40%, 35%, 30%,
25%, 20%, 15%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2% ou 1% do volume total de
células (em solucdo) mais perfusato. Em certas outras
concretizacgdes, quando células de perfusato placentédrio séo
combinadas com uma pluralidade de células PINK e/ou células
assassinas naturais combinadas, as células de perfusato
placentario compreendem geralmente cerca de, mais do que cerca
de, ou menos do que cerca de, 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%,
20%, 15%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2% ou 1% do numero total de células.
Em certas outras concretizacdes, quando células PINK séao
combinadas com uma pluralidade de células de perfusato
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placentdrio e/ou células assassinas naturais combinadas, as
células PINK compreendem geralmente cerca de, mais do que cerca
de, ou menos do que cerca de, 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%,
20%, 15%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2% ou 1% do numero total de células.
Em certas outras concretizagdes, quando células assassinas
naturais combinadas s&o combinadas com células PINK e/ou
células de perfusato placentario, as células assassinas
naturais combinadas compreendem geralmente cerca de, mais do
que cerca de, ou menos do que cerca de, 50%, 45%, 40%, 35%,
30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2% ou 1% do numero total
de células. Em certas outras concretizacdes, quando se utilizam
células PINK, células assassinas naturais combinadas ou
células de perfusato placentario para suplementar perfusato
placentédrio, o volume de solucgdo (e.g., solucdo salina, meio
de cultura ou outro) no qual as células sdo suspensas
compreende cerca de, mais do que cerca de, ou menos do que
cerca de, 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 8%, 6%,

%, 2% ou 1% do volume total de perfusato mais células, onde
as células PINK sédo suspensas com cerca de 1 x 104, 5 x 104, 1
x 10° 5 x 10°, 1 x 10¢, 5 x 10%, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 5 x
10% ou mais células por mililitro antes da suplementacao.

Noutras concretizacdes, qualquer das combinacdes
anteriores é, por sua vez, combinada com sangue do corddo
umbilical ou células nucleadas a partir de sangue do cordéo
umbilical.

Adicionalmente é aqui proporcionado perfusato placentério
reunido que ¢é obtido a partir de duas ou mais origens, e.g.,
duas ou mais placentas, e combinado, e.g., reunido. Este
perfusato reunido pode compreender volumes aproximadamente
iguais de perfusato a partir de cada origem, ou pode
compreender volumes diferentes a partir de cada origem. Os
volumes relativos a partir de cada origem podem ser
seleccionados aleatoriamente ou podem ser baseados e.g., numa
concentracao ou quantidade de um ou mais factores celulares,
e.g., citoqgquinas, factores de <crescimento, hormonas, ou
outros; no numero de células placentdrias no perfusato a partir
de cada origem; ou noutras caracteristicas do perfusato a
partir de cada origem. Similarmente pode-se reunir perfusato
a partir de multiplas perfusdes da mesma placenta.
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Similarmente, sao agui proporcionadas células de
perfusato placentario e células assassinas naturais
intermédias derivadas de placenta, gque s&o obtidas a partir de
duas ou mais origens, e.g., duas ou mais placentas, e reunidas.
Estas células reunidas podem compreender numeros de células
aproximadamente iguais a partir das duas ou mais origens, ou
numeros de células diferentes a partir de uma ou mais das
origens reunidas. Os numeros relativos de células a partir de
cada origem podem ser seleccionados com base, e.g., no numero
de um ou mais tipos de células especificos nas células a serem
reunidas, e.g., o numero de células CD34%, o numero de células
CD56"%, etc.

As fracgdes reunidas podem compreender, e.g., perfusato
placentdrio suplementado com células de perfusato placentario;
perfusato placentdrio suplementado com células assassinas
naturais intermédias (PINK) derivadas de placenta; perfusato
placentdrio suplementado tanto com células de perfusato
placentdrio como com células PINK; células de perfusato
placentdrio suplementadas com perfusato placentario; células
de perfusato placentdrio suplementadas com células PINK;
células de perfusato placentdrio suplementadas tanto com
perfusato placentdrio como com células PINK; células PINK
suplementadas com perfusato placentério; células PINK
suplementadas com células de perfusato placentdrio; ou células
PINK suplementadas tanto com células de perfusato placentédrio
como com perfusato placentario.

Adicionalmente séo aqui proporcionados perfusato
placentario, células de perfusato placentdrio e células
assassinas naturais intermédias placentéarias, e fraccgdes
reunidas dos mesmos ou combinac¢des dos mesmos, dque foram
ensaiados para determinar o grau ou quantidade de supressao de
tumor (isto é, a poténcia) gue se pode esperar de, e.g., um
dado numero de células de perfusato placentdrio ou PINK, ou e
um dado volume de perfusato. Por exemplo, uma aliguota ou um
numero de células de amostra € posto em contacto com um numero
conhecido de células tumorais sob condicdes nas quais as
células tumorais de outro modo proliferariam, e a velocidade
de proliferacdo das células tumorais na presenca de perfusato
placentéario, células de perfusato, células assassinas naturais
placentarias ou suas combinag¢des, ao longo do tempo (e.g., 1,
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2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 semanas, ou mais) & comparada com
a proliferacdo de um numero equivalente das células tumorais
na auséncia de perfusato, células de perfusato, células
assassinas naturais placentéarias, ou suas combinagdes. A
poténcia do perfusato placentédrio, células de perfusato
placentdrio e/ou células PINK, ou combinacgdes ou fraccgdes
reunidas dos mesmos, pode ser expressa, €.g., como O numero de
células ou volume de solucgdo requerido para suprimir o
crescimento de células de tumor, e.g., em cerca de 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, ou outras.

Em certas concretizacdes, perfusato placentédrio, células
de perfusato placentdrio e células PINK sao proporcionadas
como unidades administrdveis de grau farmacéutico. Estas
unidades podem ser proporcionadas em volumes discretos, e.g.,
100 mL, 150 mL, 200 mL, 250 mL, 300 mL, 350 mL, 400 mL, 450
mL, 500 mL, ou outros. Estas unidades podem ser proporcionadas
de modo a conterem um nUmero especificado de, e.g., células de
perfusato placentario, células assassinas naturais intermédias
placentéarias, ou ambas, e.g., 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x
105, 1 x 10%, 5 x 10%, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 5 x 10® ou mais
células por mililitro, ou 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x 10°, 1
x 106, 5 x 10f, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 5 x 10% 1 x 10° 5 x
10°, 1 x 101, 5 x 10%° 1 x 10 ou mais células por unidade.
Estas células podem ser proporcionadas para conterem numeros
especificados de quaisquer dois, ou de todos os trés, de
perfusato placentdrio, células de perfusato placentdrio e/ou
células PINK.

Nas combinacdes acima de perfusato placentdrio, células
de perfusato placentdrio e/ou células PINK, dqualquer um,
quaisquer dois ou todos os trés de perfusato placentario,
células de perfusato placentario e/ou células PINK podem ser
autdlogos em relacdo a um recipiente (isto é, obtidos a partir
do recipiente), ou homélogos em relacdo a um recipiente (isto
¢, obtidos a partir de pelo menos um outro individuo diferente
do referido recipiente).

Qualquer das combinacdes ou fraccgdes reunidas de células
PINK, células de ©perfusato placentdario e/ou perfusato
placentdrio pode compreender células assassinas naturais
CD56%CD16" a partir de, e.g., perfusato placentario, sangue
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periférico, sangue do corddo umbilical, medula &éssea, ou
outros. Em concretizacdes especificas, as combinacgdes
compreendem cerca de, pelo menos cerca de, ou no maximo cerca
de 1 x 104, 5 x 104, 1 x 105 5 x 10° 1 x 106, 5 x 10f% ou mais
destas células assassinas naturais por mililitro, ou 1 x 104,
5 x 104, 1 x 105, 5 x 10°, 1 x 10°% b5 x 10¢ 1 x 107, 5 x 107, 1
x 10%, 5 x 10%, 1 x 10°, 5 x 10?2, 1 x 10%9 5 x 101°, 1 x 10%! ou
mais células por unidade. As células assassinas naturais
CD56*CD16" podem ser utilizadas conforme isoladas a partir de
uma origem natural, ou podem ser expandidas antes da incluséao
em uma das combinacdes ou fracgdes reunidas anteriores. As
células NK CD56*CD16%" podem ser autdlogas (isto &, obtidas a
partir do mesmo individuo que o perfusato placentdrio, células
de perfusato placentdrio e/ou células PINK; ou obtidas a partir
de um recipiente) ou homdélogas (isto &, obtidas a parir de um
individuo diferente do perfusato placentdrio, células de
perfusato placentdrio e/ou células PINK; ou a partir de um
individuo que nédo é recipiente).

Preferivelmente, cada unidade € rotulada para especificar
volume, numero de células, tipo de células, se a unidade foi
enriquecida para um tipo de célula particular, e/ou a poténcia
de um dado numero de células na unidade, ou um dado numero de
mililitros da unidade, que causa uma supressdo mensuravel da
proliferacdo de um tipo ou tipos particulares de células

tumorais.

Sédo também aqui proporcionadas composicdes compreendendo
células assassinas naturais intermédias placentédrias, sozinhas
ou em combinacdo com células de perfusato placentdrio e/ou
perfusato placentério. Assim, noutro aspecto, ¢ aqui
proporcionada uma composicdo compreendendo células assassinas
naturais CD56", CD16- isoladas, onde as referidas células
assassinas naturais sao isoladas a partir de perfusato
placentdrio, e onde as referidas células assassinas naturais
compreendem pelo menos 50% das células na composigdo. Numa
concretizacdo especifica, as referidas células assassinas
naturais compreendem pelo menos 80% das células na composicéo.
Noutra concretizacdo especifica, a referida composicao
compreende células assassinas naturais CD56%, CD16' isoladas.
Numa concretizacdo mais especifica, as referidas células
assassinas naturais CDb56%, CD16" sdo de um individuo diferente
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das referidas células assassinas naturais CD56", CD16~. Noutra
concretizacdo especifica, as referidas células assassinas
naturais sdo de um uUnico individuo. Numa concretizacdo mais
especifica, as referidas células assassinas naturais isoladas
compreendem células assassinas naturais a partir de pelo menos
dois individuos diferentes. Noutra concretizacdo especifica,
a composicdo compreende perfusato placentdrio isolado. Numa
concretizacao mais especifica, o) referido perfusato
placentario é do mesmo individuo que as referidas células
assassinas naturais. Noutra concretizacdo mais especifica, o
referido perfusato placentéario compreende perfusato
placentdrio a partir de um individuo diferente das referidas
células assassinas naturais. Noutra concretizacdo especifica,
a composicdo compreende células de perfusato placentdrio. Numa
concretizacdo mais especifica, as referidas células de
perfusato placentdrio s&o do mesmo individuo que as referidas
células assassinas naturais. Noutra <concretizacdo mais
especifica, as referidas células de perfusato placentédrio séao
de um individuo diferente das referidas células assassinas
naturais. Noutra concretizacdo especifica, a composicao
compreende adicionalmente perfusato placentdrio isolado e
células de perfusato placentario isolado, onde o referido
perfusato isolado e as referidas células de perfusato
placentario isolado sdo de diferentes individuos. Noutra
concretizacdo mais especifica de qualgquer das concretizacdes
anteriores compreendendo perfusato placentdrio, o referido
perfusato placentario compreende perfusato placentdrio de pelo
menos dois individuos. Noutra concretizacdo mais especifica de
qualquer das concretizacgdes anteriores compreendendo células
de perfusato placentdrio, as referidas células de perfusato
placentdrio isoladas s&o de pelo menos dois individuos.

5.5.2. Composicdes compreendendo células estaminais

placentdrias aderentes

Noutras concretizacodes, o) perfusato placentéario,
pluralidade de células de perfusato placentdrio e/ou
pluralidade de células PINK, ou uma combinacdo ou fraccéo
reunida de gquaisquer dos anteriores, é suplementado com células
estaminais placentdrias aderentes. Estas células estaminais
sdo descritas, e.g, em Hariri, Patentes dos E.U.A. N.°s 7 045
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148 e 7 255 879. As células estaminais placentdrias aderentes
ndo sao trofoblastos.

O perfusato placentdrio, pluralidade de células de
perfusato placentdrio e/ou pluralidade de células PINK, ou uma
combinagcdo ou fracgédo reunida de quaisquer dos anteriores,
pode ser suplementado com, e.g., 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10%, 5
x 10°, 1 x 10% 5 x 10 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10% 5 x 10° ou
mais células por mililitro, ou 1 x 104, 5 x 10%, 1 x 10!, 5 x
104, 1 x 10¢, 5 x 10¢ 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10% 5 x 10%, 1 x
10°, 5 x 10° 1 x 1019 5 x 101°, 1 x 10! ou mais células
placentdrias aderentes. As células estaminais placentarias
aderentes nas combinacdes podem ser, e.g., células estaminais
placentdrias aderentes que foram cultivadas durante, e.g., 1,
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38 ou 40 duplicacdes de populacdo, ou mais.

As células estaminais placentédrias aderentes, guando
cultivadas em culturas primdrias ou em cultura de células,
aderem ao substrato de cultura de tecido, e.g., superficie do
recipiente de cultura de tecido (e.g., plédstico de cultura de

tecido). As células estaminais placentdrias aderentes em
cultura assumem um aspecto estrelado, geralmente
fibroblastdide, com varios processos citopléasmicos
prolongando-se desde o corpo celular central. Células

estaminais placentédrias aderentes sdo porém morfologicamente
distinguiveis de fibroblastos cultivados sob as mesmas
condicdes, uma vez que as células estaminais placentédrias
exibem um maior numero destes processos do que os fibroblastos.
Morfologicamente, as células estaminais placentarias séo
também distinguiveis das células estaminais hematopoiéticas,
que assumem geralmente uma morfologia em cultura mais
arredondada, ou paralelepipédica.

Células estaminais placentdrias aderentes, e populacdes
de células estaminais placentdrias, Uteis nas composicdes e
métodos aqgqui proporcionadas, exprimem uma pluralidade de
marcadores que podem ser utilizados para identificar e/ou
isolar as células estaminais, ou populacdes de células que
compreendem as células estaminais. As células estaminais
placentdrias aderentes e as populagdes de células estaminais
aderentes Uteis nas composicdes e métodos aquil proporcionados
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incluem células estaminais e populagdes de células contendo
células estaminais obtidas directamente a partir da placenta,
ou de uma sua gqualquer parte (e.g., amnio, coérion, placa amnio-
coridénica, cotilédones placentédrios, corddo umbilical, e
outras). A populacdo de células estaminais placentédrias
aderentes, numa concretizacdo, € uma populacdo (isto é, duas
ou mais) de células estaminais placentdrias aderentes em

cultura, e.g., uma populacdo num paciente, e.g., um saco.

As células estaminais placentdrias aderentes exprimem
geralmente os marcadores CD73, CD105, CD200, HLA-G e/ou OCT-
4, e nao exprimem CD34, CD38 ou CD45. As células estaminais
placentdrias aderentes podem também exprimir HLA-ABC (MHC-1)
e HLA-DR. Estes marcadores podem ser utilizados ©para
identificar células estaminais placentdrias aderentes, e para
distinguir células estaminais placentdrias de outros tipos de
células estaminais. Porque as células estaminais placentarias
podem exprimir CD73 e CD105, estas podem ter caracteristicas
semelhantes a células estaminais mesenquimais. No entanto,
porgue as células estaminais placentdrias aderentes podem
exprimir CD200 e HLA-G, um marcador especifico fetal, estas
podem distinguir-se das células estaminais mesenquimais, e.qg.,
células estaminais mesenquimais derivadas de medula 6ssea, que
ndo exprimem nem CD200 nem HLA-G. Do mesmo modo, a auséncia de
expressdo de CD34, CD38 e/ou CD45 identifica as células
estaminais placentdrias aderentes como células estaminais nao

hematopoiéticas.

Numa concretizagdo, As células estaminais placentarias
aderentes sdo CD200%, HLA-G'", onde as células estaminais
suprimem detectavelmente a proliferacdo de células cancerosas
ou o crescimento de tumor. Numa concretizacdo especifica, as
referidas células estaminals aderentes s&o também CD73%" e
CD105". Noutra concretizacdo especifica, as referidas células
estaminais aderentes sdo também CD34-, CD38~ ou CD45. Numa
concretizacdo mais especifica, as referidas células estaminais
aderentes sdo também CD34-, CD38-, CD45-, CD73% e CD105*. Noutra
concretizacdo, as referidas células estaminais aderentes
produzem um ou mais corpos tipo embridide quando cultivadas
sob condicgdes que permitem a formacdo de corpos tipo embridide.
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Noutra concretizacgdo, as células estaminais placentédrias
aderentes sdo CD73%, CD105", CD200%, onde as referidas células
estaminais suprimem detectavelmente a proliferacdo de células
cancerosas ou © crescimento de tumor. Numa concretizacéo
especifica das referidas populagdes, as referidas células
estaminais aderentes sSao HLA-G". Noutra concretizacao
especifica, as referidas células estaminais aderentes séo
CD34-, CD38" ou CD45 . Noutra concretizacdo especifica, as
referidas células estaminais aderentes sdo CD347, CD38 e CD45.
Numa concretizacdo mais especifica, as referidas células
estaminais aderentes sado CD34-, CD38°, CD45 e HLA-G'. Noutra
concretizacdo especifica, as referidas células estaminais
placentédrias aderentes produzem um ou mais corpos tipo
embridéide quando cultivadas sob condigdes que permitem a
formagdo de corpos tipo embridide.

Noutra concretizacdo, as células estaminais placentéarias
aderentes sd&o CD200f, OCT-4*, onde as referidas células
estaminais suprimem detectavelmente a proliferacdo de células
cancerosas ou o0 crescimento de tumor. Numa concretizacao
especifica, as referidas células estaminais aderentes s&o CD73"
e CD105". Noutra concretizacédo especifica, as referidas células
estaminais aderentes séo HLA-G™*. Noutra concretizacgéao
especifica, as referidas células estaminais aderentes séo
CD34-, CD38" e CD45 . Numa concretizacdo mais especifica, as
referidas células estaminais aderentes sdo CD34-, CD38, CD45-,
CD73%, CD105" e HLA-G'. Noutra concretizacdo especifica, as
células estaminais placentédrias aderentes produzem um ou mais
corpos tipo embridide quando cultivadas sob condigdes que
permitem a formacdo de corpos tipo embridide.

Noutra concretizacdo, as células estaminais placentéarias
aderentes sdo CD73F, CD105" e HLA-G', onde as referidas células
estaminais aderentes suprimem detectavelmente a proliferacéao
de células cancerosas ou © crescimento de tumor. Numa
concretizacgdo especifica da pluralidade acima, as referidas
células estaminais aderentes sdo também CD34-, CD38~ ou CD45-.
Noutra concretizacéo especifica, as referidas células
estaminals aderentes sdo também CD34-, CD38" e CD45 . Noutra
concretizacdo especifica, as referidas células estaminais
aderentes sao também OCT-4*. Noutra concretizacdo especifica,
as referidas células estaminais aderentes sao também CD200T.
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Numa concretizacdo mais especifica, as referidas células
estaminais aderentes sdo também CD34-, CD387, CD45, OCT-4" e
CD200".

Noutra concretizacdo, as células estaminais placentédrias
aderentes sdo células estaminais CD73%, CD105%, onde as
referidas células estaminais produzem um ou mais corpos tipo
embridide sob condigdes que permitem a formacdo de corpos tipo
embridide, e onde as referidas células estaminais aderentes
suprimem detectavelmente a proliferacdo de células cancerosas
ou o0 crescimento de tumor. Numa concretizacdo especifica, as
referidas células estaminais aderentes sdo também CD34-, CD38~
ou CD45 . Noutra concretizacédo especifica, as referidas células
estaminais aderentes sao também CD34-, CD38 e CD45 . Noutra
concretizacgdo especifica, as referidas células estaminais
aderentes sdo também  OCT-4+. Numa concretizacdo mais
especifica, as referidas células estaminais aderentes séo
também OCT-4*, CD34-, CD38~ e CD45-.

Noutra concretizacdo, as células estaminais placentédrias
aderentes sado células estaminais OCT-4+, onde as referidas
células estaminais placentdrias aderentes produzem um ou mais
corpos tipo embridide quando cultivadas sob condicdes que
permitem a formacdo de corpos tipo embridide, e onde as
referidas células estaminais foram identificadas como
suprimindo detectavelmente a proliferacao de células
cancerosas ou o crescimento de tumor.

Em varias concretizacdes, pelo menos 10%, pelo menos 20%,
pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50% pelo menos 60%,
pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90% ou pelo menos
95% das referidas células placentarias isoladas sé&o células
estaminais OCT4". Numa concretizacdo especifica das populacdes
acima, as referidas células estaminais sdo CD73% e CD105*.
Noutra concretizacéao especifica, as referidas células
estaminais sdo CD34-, CD38~ ou CD45 . Noutra concretizacao
especifica, as referidas células estaminais sdo CD200f. Numa
concretizacdo mais especifica, as referidas células estaminais
sdo CD73%, CD105*f, (CD200f, CD34-, <CD38 e CCD45 . Noutra
concretizacdo especifica, a referida populacdo foi expandida,
por exemplo, submetida a passagem pelo menos uma vez, pelo
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menos trés vezes, pelo menos cinco vezes, pelo menos 10 vezes,
pelo menos 15 vezes ou pelo menos 20 vezes.

Numa concretizacdo mais especifica de qualguer das
concretizagdes anteriores, as células placentdrias aderentes
exprimem ABC-p (uma proteina de transportador ABC especifica
de placenta; ver, e.g., Allikmets et al., Cancer Res.
58(23) :5337-9 (1998)).

Noutra concretizacdo, as células estaminais placentédrias
aderentes sao CD29*, CDh44*, CD73*, CD90*, CD105*, CD200*, CD34-
e CD133". Noutra concretizacao, as células estaminais
placentdrias aderentes, as células estaminais placentérias
segregam constitutivamente IL-6, IL-8 e proteina
guimioatractora de mondcitos (MCP-1).

Cada uma das células estaminais placentéarias
referenciadas acima pode compreender células estaminais
placentarias obtidas e isoladas directamente a partir de uma
placenta de mamifero, ou células estaminais placentdrias que
foram cultivadas e submetidas a passagem pelo menos 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30 ou mais vezes,
ou uma sua combinacdo. Pluralidades supressoras de células de
tumor das células estaminais placentédrias aderentes descritas
acima podem compreender cerca de, pelo menos, ou nao mais do
que, 1 x 10° 5 x 10° 1 x 10% 5 x 10¢, 1 x 107, 5 x 107, 1 x
108, 5 x 10%, 1 x 10° 5 x 10°%, 1 x 10%° 5 x 1019, 1 x 10! ou
mais células estaminais placentdrias aderentes.

5.5.3. Composicdes compreendendo meios condicionados de
células estaminais placentdrias

E também aqui proporcionada a utilizacdo de uma composicao
supressora de tumor compreendendo células PINK, perfusato
placentario e/ou perfusato placentdrio, e adicionalmente meio
condicionado. Células estaminais placentdrias aderentes,
células de perfusato placentdrio e/ou células assassinas
naturais intermédias placentdrias podem ser utilizadas para
produzir meio condicionado que é supressor de células de tumor,
isto €, meio compreendendo uma ou mais biomoléculas segregadas
ou excretadas pelas células estaminais que tém um efeito

supressor de células de tumor detectavel sobre uma pluralidade
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de um ou mais tipos de células imunitdrias. Em varias
concretizacdes, o0 meio condicionado compreende meio no qual
células placentarias (e.g., células estaminais, células de
perfusato placentdrio, células PINK) foram cultivadas durante
pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou
mais dias. ©Noutras concretizacgdes, o meio condicionado
compreende meio no qual células placentarias foram cultivadas
até pelo menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% de
confluéncia, ou até 100% de confluéncia. Este meio condicionado
pode ser utilizado para suportar a cultura de uma populacgao
distinta de células placentédrias, ou células de outro tipo.
Noutra concretizacdo, o meio condicionado aqui proporcionado
compreende meio no qual foram cultivadas células estaminais
placentarias aderentes e células estaminais nédo placentéarias.

Este meio condicionado pode ser combinado com qualqguer
de, ou qualquer combinacdo de, perfusato placentéario, células
de perfusato placentdrio, e/ou células assassinas naturais
intermédias placentdrias para formar uma composicdo supressora
de células tumorais. Em certas concretizacgdes, a composicgao
compreende menos de metade de meio condicionado em volume,
e.g., cerca de, ou menos do que cerca de, 50%, 45%, 40%, 35%,
30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2% ou 1% em volume.

Assim, numa concretizacdo, ¢ aqui proporcionada uma
composicado compreendendo meio de cultura a partir de uma
cultura de células estaminais placentarias, onde as referidas
células estaminais placentédrias (a) aderem a um substrato; (b)
exprimem CD200 e HLA-G, ou exprimem CD73, CD105 e CD200, ou
exprimem CD200 e OCT-4, ou exprimem CD73, CD105 e HLA-G, ou
exprimem CD73 e CD105 e facilitam a formacdo de um ou mais
corpos tipo embridide numa populacdo de células placentarias
que compreendem as células estaminais placentdrias, gquando a
referida populacdo é cultivada sob condigdes que permitem a
formacdo de corpos tipo embridide, ou exprimem OCT-4 e
facilitam a formacdo de um ou mais corpos tipo embridide numa
populacéo de células placentarias que compreendem as células
estaminais placentdrias quando a referida populacido &
cultivada sob condigdes que permitem a formacédo de corpos tipo
embridide; e (c) suprimem detectavelmente o crescimento ou
proliferacdo de uma célula tumoral ou populacdo de células
tumorais. Numa concretizacao especifica, a composicao



EP 2 203 176/PT
51

compreende adicionalmente uma pluralidade das referidas
células estaminais placentéarias. Noutra concretizacéao
especifica, a composicéo compreende uma pluralidade de células
ndo placentdrias. Numa concretizacdo mais especifica, as
referidas células ndo placentdrias compreendem células CD34°,
e.g., células progenitoras hematopoiéticas, tais como células
progenitoras hematopoiéticas de sangue periférico, células
progenitoras hematopoiéticas de sangue de corddo ou células
progenitoras hematopoiéticas de sangue placentédrio. As células
ndo placentdrias podem também compreender outras células
estaminais, tais como células estaminais mesenquimais, e.qg.,
células estaminais mesenquimais derivadas de medula d6ssea. As
células ndo placentédrias podem também ser de um ou mais tipos
de linhas de células ou células adultas. Noutra concretizacao
especifica, a composicgao compreende um agente
antiproliferativo, e.g., um anticorpo anti-MIP-1 ou anti-MIP-
1 .

Numa concretizacdo especifica, obtém-se meio de cultura
condicionado ou sobrenadante de células placentdrios a partir
de uma pluralidade de células estaminais placentdrias co-
cultivadas com uma pluralidade de células tumorais numa
proporcdo de cerca de 1:1, cerca de 2:1, cerca de 3:1, cerca
de 4:1 ou cerca de 5:1 células estaminais placentarias para
células tumorais. Por exemplo, o meio de cultura condicionado
ou sobrenadante pode ser obtido a partir de uma cultura
compreendendo cerca de 1 x 10° células estaminais placentéarias,
cerca de 1 x 10°% células estaminais placentédrias, cerca de 1 x
107 células estaminais placentéarias, cerca de 1 x 108 células
estaminais placentérias, ou mais. Noutra concretizacao
especifica, o meio de cultura condicionado ou sobrenadante é
obtido a partir de uma co-cultura compreendendo cerca de 1 x
105 a cerca de 5 x 10° células estaminais placentdrias e cerca
de 1 x 105 células tumorais; cerca de 1 x 106 a cerca de 5 x
10% células estaminais placentdrias e cerca de 1 x 10°% células
tumorais; cerca de 1 x 107 a cerca de 5 x 107 células estaminais
placentarias e cerca de 1 x 107 células tumorais; ou cerca de
1 x 10° a cerca de 5 x 10°% células estaminais placentédrias e
cerca de 1 x 10% células tumorais.

Numa concretizacdo especifica, o meio condicionado

adequado para administracdo a um individuo de 70 kg compreende
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sobrenadante condicionado por cerca de 70 milhdes de células
estaminais placentédrias em cerca de 200 mL de meio de cultura.

O meio condicionado pode ser condensado para preparar um
produto de grau farmacéutico administravel. Por exemplo, meio
condicionado pode ser condensado até cerca de 90%, 80%, 70%,
60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% ou mais por remocado de agua, e.g.,
por evaporacgédo, liofilizag¢do, ou outros. Numa concretizacao
especifica, por exemplo, 200 mL de meio condicionado a partir
de cerca de 70 milhbées de células estaminais placentarias podem
ser condensados até um volume de cerca de 180 mL, 160 mL, 140
mL, 120 mL, 100 mL, 80 mL, 60 mL, 40 mL, 20 mL ou menos. O
meio condicionado pode também ser substancialmente seco, e.qg.,
até um pd, e.g., por evaporacdo, liofilizacdo ou outros.

5.6. Preservacdo de perfusato e células placentdrias

Perfusato placentdrio ou c¢élulas placentéarias, e.qg.,
células de perfusato, células assassinas naturais combinadas
e células PINK, podem ser preservados, isto é, colocados sob
condig¢bes gue permitem o armazenamento de longo prazo, ou sob
condig¢des que inibem a morte celular, e.g., por apoptose ou
necrose.

Pode-se produzir perfusato placentdrio por passagem de
uma composicdo de células placentdrias através de pelo menos
uma parte da placenta, e.q., através da vasculatura
placentdria. A composicdo de colheita de células placentérias
compreende um ou mais compostos gue actuam para preservar as
células contidas no perfusato. Uma tal composicdo de colheita
de células placentédrias é descrita na Seccgédo 5.1, acima, e.qg.,
uma composicdo compreendendo um inibidor de apoptose, um
inibidor de necrose e/ou perfluorocarboneto portador de
oxigénio, conforme descrito no Pedido de Patente dos E.U.A.
relacionado N.¢ 11/648812, intitulado "Improved Composition
for Collecting and Preserving Placental Stem Cells e Methods
of Using the Composition"” depositado em 28 de Dezembro de 2006,
Numa concretizacdo, a composicdo de colheita de células
placentarias, que se fez passar através da placenta ou tecido
placentario, € o perfusato placentdrio util nos métodos
descritos na Seccdo 5.4, abaixo.
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Numa concretizacgdo, perfusato placentdrio e/ou células
placentdrias sdo colhidos a partir de um mamifero, e.qg.,
placenta pds-parto de humano, por contacto das células com uma
composicdo de colheita de células placentdrias compreendendo
um inibidor de apoptose e um perfluorocarboneto portador de
oxigénio, onde o referido inibidor de apoptose estd presente
numa quantidade e durante um tempo suficientes para reduzir ou
prevenir a apoptose na populacdo de células estaminais, em
comparacdo com uma populacdo de células estaminais ndo postas
em contacto com o inibidor de apoptose. Por exemplo, a placenta
pode ser perfundida com a composicdo de colheita de células
placentéarias, e células placentéarias, e.qg., células
placentédrias nucleadas totais, sdo isoladas a partir dai. Numa
concretizacdo especifica, o inibidor de apoptose é um inibidor
de caspase. Noutra concretizacdo especifica, o referido
inibidor de apoptose é um inibidor de JNK. Numa concretizagédo
mais especifica, o referido inibidor de JNK ndo modula a
diferenciacéo ou proliferacéo das referidas células
estaminais. Noutra concretizacdo, a composicdo de colheita de
células placentarias compreende o referido inibidor de
apoptose e o referido perfluorocarboneto portador de oxigénio
em fases distintas. Noutra concretizacdo, a composicao de
colheita de células placentdrias compreende o referido
inibidor de apoptose e o referido perfluorocarboneto portador
de oxigénio numa emulsdo. Noutra concretizacdo, a composicéo
de colheita de células placentdrias compreende adicionalmente
um emulsionante, e.g., lecitina. ©Noutra concretizacao, o
referido inibidor de apoptose e o referido perfluorocarboneto
estdo entre cerca de 0°C e cerca de 25°C no momento do contacto
com as células placentdrias. ©Noutra concretizagdo mais
especifica, o referido inibidor de apoptose e o referido
perfluorocarboneto estédo entre cerca de 2°C e 10°C, ou entre
cerca de 2°C e cerca de 5°C, no momento do contacto com as
células placentédrias. Noutra concretizacdo mais especifica, o
referido contacto é realizado durante o transporte da referida
populacédo de células estaminais. Noutra concretizacdo mais
especifica, o referido contacto ¢é realizado durante a
congelacdo e descongelacao da referida populacao de células
estaminais.

Noutra concretizacdo, perfusato placentario e/ou células
placentarias podem ser colhidos e preservados por contacto do
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perfusato e/ou células com um inibidor de apoptose e um
composto de preservacao de 6rgédos, onde o referido inibidor de
apoptose estd presente numa quantidade e durante um tempo
suficientes para reduzir ou prevenir a apoptose das células,
em comparacdo com perfusato ou células placentdrias néo postos
em contacto com o inibidor de apoptose.

Numa concretizacdo especifica, o composto de preservacgao
de 6rgdo €& solucdo UW (descrita na Patente dos E.U.A. N.° 4
798 824; também conhecida como VIASPAN™; ver também Southard
et al., Transplantation 49(2):251-257 (1990) ou uma solucéo
descrita em Stem et al., Patente dos E.U.A. N.2 5 552 267.
Noutra concretizacdo, a referida composicdo de preservacado de
6rgdos € hidroxietilamido, &cido lactobidénico, rafinose ou uma
sua combinagdo. Noutra concretizacdo, a composicdo de colheita
de células placentéarias compreende adicionalmente um
perfluorocarboneto portador de oxigénio, quer em duas fases
quer como uma emulsao.

Noutra concretizacdo do método, perfusato placentédrio
e/ou células placentdrias sdo postos em contacto com uma
composicdo de colheita de células placentdrias compreendendo
um inibidor de apoptose e perfluorocarboneto portador de
oxigénio, composto de preservacido de érgdos, ou sua combinacéo,
durante a perfusdo. Noutra concretizacgdo, células placentéarias
sdo postas em contacto com o referido composto de colheita de
células estaminais apds colheita por perfuséo.

Tipicamente, durante a colheita, enriquecimento e
isolamento de células placentdrias, € preferivel minimizar ou
eliminar a tensdo para as células devido a hipoxia e tensao
mecanica. Noutra concretizacdo do método, por conseguinte,
perfusato placentdrio, uma célula placentdria ou populacdo de
células placentdrias sdo exposto a uma condicdo hipdxica
durante a colheita, enriquecimento e isolamento por menos de
seis horas durante a referida preservacao, onde uma condicédo
hipdéxica é uma concentracdo de oxigénio que é menos do que a
concentracadao normal de oxigénio no sangue. Numa concretizacao
mais especifica, a referida populacdo de células placentarias
€& exposta a referida condicdo hipdéxica por menos de duas horas
durante a referida preservacdo. Noutra concretizacdo mais
especifica, a referida populacédo de células placentarias ¢é
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exposta a referida condicdo hipdxica por menos de uma hora, ou
menos de trinta minutos, ou ndo é exposta a uma condicgéo
hipdxica, durante a colheita, enriquecimento ou isolamento.
Noutra concretizacdo especifica, a referida populacido de
células placentdrias nao é exposta a tensdo de cisalhamento
durante a colheita, enriquecimento ou isolamento.

As células placentarias aqui proporcionadas podem ser
criopreservadas, e€.9., em meio de criopreservagcao em pequenos
recipientes, e.g., ampolas. Meio de criopreservacao adequado
inclui, mas ndo estd limitado a, meio de cultura incluindo,
e.g., meio de crescimento, ou meio de congelacdo de células,
por exemplo meio de congelacdo de células disponivel
comercialmente, e.g., C2695, C2639 ou C6039 (Sigma). O meio de
criopreservacao compreende preferivelmente DMSO
(dimetilsulféxido) numa concentracdo de, e.g., cerca de 10%
(v/v). O meio de criopreservacdo pode compreender agentes
adicionais, por exemplo, metilcelulose e/ou glicerol. Durante
a criopreservacdo as células placentarias sdo preferivelmente
arrefecidas a 1°C/min. Uma temperatura de criopreservacao
preferida é cerca de -80°C a cerca de -180°C, preferivelmente
cerca de -125°C a cerca de -140°C. As células placentarias
criopreservadas podem ser transferidas para azoto liquido
antes da descongelacdo para uso. Em algumas concretizacgdes,
por exemplo, assim que as ampolas atingem cerca de -90°C, estas
sdo transferidas para uma A&area de armazenamento de azoto
liquido. Preferivelmente as células criopreservadas séo
descongeladas a uma temperatura de cerca de 25°C a cerca de
40°C, preferivelmente a uma temperatura de cerca de 37°C.

5.7. Utilizacdo de perfusato placentdrio, células PINK e

células assassinas naturais placentdrias combinadas para

suprimir o crescimento de células tumorais

Sdo também aqui proporcionados métodos de supressiao do
crescimento, e.qg., proliferacao, de células tumorais
utilizando perfusato placentdario, células isoladas a partir de
perfusato placentdrio, células assassinas naturais combinadas
isoladas, ou células assassinas naturais placentérias
isoladas, e.g., células assassinas naturais intermédias
derivadas de placenta.
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Numa concretizacdo, € aqui proporcionado um método de
supresséao da proliferacdo de uma célula tumoral, ou pluralidade
de células tumorais, compreendendo pdr em contacto a célula
tumoral ou pluralidade de células tumorais com perfusato
placentéario, células de ©perfusato placentéario, células
assassinas naturais combinadas isoladas e/ou células PINK, tal
que a proliferacdo da célula tumoral ou pluralidade de células
tumorais ¢é detectavelmente reduzida em comparagdo com uma
célula tumoral ou pluralidade de células tumorais do mesmo
tipo né&o postas em contacto com o perfusato placentéario,
células de perfusato, células assassinas naturais combinadas
isoladas e/ou células PINK.

Como aqui utilizado, "obr em contacto" numa
concretizacgdo, abrange contacto fisico directo, e.g., célula-
célula, entre perfusato placentédrio, células de perfusato
placentario, células assassinas naturais placentéarias, e.g.,
células assassinas naturais intermédias placentdrias, e/ou
células assassinas naturais combinadas isoladas; e uma célula
tumoral ou pluralidade de células tumorais. Noutra
concretizacdo, "pbr em contacto" abrange a presenca no mesmo
espaco fisico, e.g., perfusato placentdrio, células de
perfusato placentério, células assassinas naturais
placentéarias, e.g., células assassinas naturais intermédias
placentédrias, e/ou células assassinas naturais combinadas
isoladas sdo colocados no mesmo recipiente (e.g., placa de
cultura, placa de maltiplos pogos) que uma célula tumoral ou
pluralidade de células tumorais. Noutra concretizacgédo, "pdr em
contacto” perfusato placentéario, células de perfusato
placentdrio, células assassinas naturais combinadas ou células
assassinas naturais intermédias placentédrias, e uma célula
tumoral ou pluralidade de células tumorais é efectuado, e.qg.,
por injeccdo ou perfusdo do perfusato placentdrio ou células,
e.g., células de perfusato placentdrio, células assassinas
naturais combinadas ou células assassinas naturais intermédias
placentédarias, num individuo, e.g., um humano compreendendo uma
célula tumoral ou pluralidade de células tumorais, e.g., um
paciente de cancro.

Em certas concretizacgdes, o perfusato placentdrio ¢é
utilizado em qualquer gquantidade que resulte num beneficio
terapéutico detectavel para um individuo compreendendo uma
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célula tumoral ou pluralidade de células tumorais, e.g., um
paciente de cancro. Em certas outras concretizagdes, células
de perfusato placentéario, células assassinas naturais
intermédias placentarias, e/ou células assassinas naturais
combinadas sao utilizadas em qualquer quantidade que resulte
num beneficio terapéutico detectédvel para um individuo
compreendendo uma célula tumoral ou pluralidade de células
tumorais. Assim, noutra concretizacdo, é aqui proporcionado um
método de supressdo da proliferacdo de uma célula tumoral, ou
pluralidade de células tumorais, compreendendo pdr em contacto
a célula tumoral ou pluralidade de células tumorais com
perfusato placentéario, células de perfusato placentdrio e/ou
uma célula assassina natural intermédia derivada de placenta,
ou pluralidade de células PINK, num individuo tal que o
referido <contacto ¢é detectavelmente ou demonstravelmente

terapeuticamente benéfico para o referido individuo.

Como aqui utilizado, "beneficios terapéuticos" incluem,
mas nao estdao limitados a, e.g., reducdo no tamanho de um
tumor; diminuicdo ou cessacdo da expansao de um tumor; redugao
no numero de células cancerosas numa amostra de tecido, e.g.,
uma amostra de sangue, por unidade de volume; a melhoria
clinica de qualquer sintoma do cancro particular que o referido
individuo tem, a diminuicdo ou cessacgdo do agravamento de
qualguer sintoma do cancro particular que o individuo tem,
etc. O contacto de perfusato placentédrio, células de perfusato
placentdrio e/ou células PINK que consegue qualgquer um ou mais
destes Dbeneficios terapéuticos é referido como sendo
terapeuticamente benéfico.

Em certas concretizacodes, células de perfusato
placentéario, e.g., células nucleadas a partir de perfusato
placentdrio, células assassinas naturais combinadas e/ou
células assassinas naturais intermédias placentédrias séo
utilizadas em qualquer quantidade ou numero que resulte num
beneficio terapéutico detectéavel para um individuo
compreendendo uma célula tumoral ou pluralidade de células
tumorais, e.g., um paciente de cancro. Células de perfusato
placentdrio, células assassinas naturais combinadas e/ou
células assassinas naturais placentéarias, e.g., células
assassinas naturais intermédias ©placentédrias, podem ser

administradas a um tal individuo por numeros de células, e.g.,
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podem ser administradas ao referido individuo cerca de, pelo
menos cerca de, ou no maximo cerca de, 1 x 10° 5 x 10°, 1 x
10, 5 x 10¢, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10%, 5 x 10%, 1 x 109, 5 x
10°, 1 x 101° ou 5 x 101% células de perfusato placentéario,
células assassinas naturais combinadas e/ou células assassinas
naturais. Noutras <concretizacgdes, células de ©perfusato
placentario, células assassinas naturais combinadas e/ou
células assassinas naturais intermédias derivadas de placenta
podem ser administradas a um tal individuo por numeros de
células, e.g., podem ser administradas ao referido individuo
cerca de, pelo menos cerca de, ou no maximo cerca de, 1 x 1053,
5 x 10° 1 x 10% 5 x 109, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 5 x 10°%, 1
x 102, 5 x 102, 1 x 101 ou 5 x 10'° células de perfusato
placentdrio, células assassinas naturais combinadas e/ou
células assassinas naturais por quilograma do individuo.
Células de perfusato placentdrio e/ou células assassinas
naturais intermédias derivadas de placenta ©podem ser
administradas a um tal individuo de acordo com uma Proporcao
aproximada entre células de perfusato placentdrio e/ou células
assassinas naturais placentéarias, e.g., células assassinas
naturais intermédias placentédrias, e células tumorais no
referido individuo. Por exemplo, células de perfusato
placentdrio e/ou células assassinas naturais placentéarias,
e.g., células assassinas naturais intermédias placentérias,
podem ser administradas ao referido individuo numa proporcdo
de cerca de, pelo menos cerca de, ou no maximo cerca de 1:1,
2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 15:1, 20:1, 25:1,
30:1, 35:1, 40:1, 45:1, 50:1, 55:1, 60:1, 65:1, 70:1, 75:1,
80:1, 85:1, 90:1, 95:1 ou 100:1 em relacdo ao numero de células
tumorais no individuo. O numero de células tumorais num tal
individuo pode ser estimado, e.g., por contagem do numero de
células tumorais numa amostra de tecido a partir do individuo,
e.g., amostra de sangue, biopsia ou outra. Em concretizacgdes
especificas, e.g., para tumores sdélidos, a referida contagem
€& realizada em combinacdo com imagiologia do tumor ou tumores

para obter um volume de tumor aproximado.

Adicionalmente ¢ aqui proporcionado um método para a
supressdo da proliferacdo de uma célula tumoral ou pluralidade
de células tumorais utilizando combinacdes de perfusato
placentéario, células de ©perfusato placentério, células
assassinas naturais combinadas e/ou células assassinas
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naturais intermédias derivadas de placenta. Em varias
concretizacdes, é aqui proporcionado um método de supressao da
proliferacdo de uma célula tumoral ou pluralidade de células
tumorais compreendendo pdr em contacto a referida célula
tumoral ou células tumorais com ©perfusato placentario
suplementado com uma pluralidade de células de perfusato
placentdrio ou células PINK; células de perfusato placentéario
suplementadas com perfusato placentario ou uma pluralidade de
células PINK; células PINK suplementadas com perfusato
placentério e células de perfusato placentédrio; uma
pluralidade de células PINK e uma pluralidade de células
assassinas naturais combinadas; uma pluralidade de células
assassinas naturais combinadas e uma pluralidade de células de
perfusato placentdrio; perfusato placentdrio suplementado com
células assassinas naturais combinadas; ou uma combinac¢do da
totalidade de perfusato placentdrio, células de perfusato
placentario, células assassinas naturais combinadas e células
PINK.

Numa concretizacéo especifica, por exemplo, a
proliferacdo de uma célula tumoral ou pluralidade de células
tumorais ¢é suprimida por perfusato placentario suplementado
com uma pluralidade de células de perfusato placentéario,
células assassinas naturais combinadas e/ou uma pluralidade de
células assassinas naturais intermédias placentédrias. Em
concretizacdes especificas, por exemplo, cada mililitro de
perfusato placentdrio estd suplementado com cerca de 1 x 104,
5 x 104, 1 x 105 5 x 105 1 x 10° 5 x 10°® ou mais células de
perfusato placentério ou células assassinas naturais
intermédias placentdrias. Noutras concretizacdes especificas,
perfusato placentario, e.g., uma unidade (i.e., a colheita a
partir de uma unica placenta), ou cerca de 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 950 ou 1000 mL de perfusato, estd suplementada com cerca
de 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10°, 5 x 10° 1 x 106, 5 x 10 1 x
107, 5 x 107, 1 x 108, 5 x 10® ou mais células PINK, células
assassinas naturais combinadas e/ou células de perfusato
placentdrio por mililitro, ou 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x
105, 1 x 10¢, 5 x 10¢ 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10% 5 x 10% 1 x
102, 5 x 10°?, 1 x 1019 5 x 10%% 1 x 10! ou mais células PINK,
células assassinas naturais combinadas e/ou células de
perfusato placentéario.
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Noutra concretizacdo especifica, a proliferacdo de uma
célula tumoral ou pluralidade de células tumorais é suprimida
por uma pluralidade de células de perfusato placentario
suplementadas com perfusato placentédrio, células assassinas
naturais combinadas e/ou células assassinas naturais
intermédias placentdrias. Em concretizacdes mais especificas,
cerca de 1 x 104, 5 x 10%, 1 x 10°, 5 x 10° 1 x 10% b5 x 10°,
1 x 107, 5 x 107, 1 x 10%, 5 x 10® ou mais células de perfusato
placentdrio por mililitro, ou 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x
10>, 1 x 10%, 5 x 10¢ 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10%, 5 x 10%, 1 x
10°, 5 x 10?, 1 x 101, 5 x 1019 1 x 10'! ou mais células de
perfusato placentdrio, s&o suplementadas com cerca de, ou pelo
menos cerca de, 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x 105, 1 x 10%, b5
x 10, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10%, 5 x 10% ou mais células PINK
e/ou células assassinas naturais combinadas por mililitro, ou
1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x 101, 1 x 10, 5 x 106, 1 x 107, 5
x 107, 1 x 10%, 5 x 10%, 1 x 10°% 5 x 10°, 1 x 101, 5 x 1010, 1
x 101! ou mais células PINK. Noutras concretizacdes mais
egpecificas, cerca de 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x 10°, 1 x
10, 5 x 10, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 5 x 10% ou mais células
de perfusato placentdrio, células PINK e/ou células assassinas
naturais combinadas por mililitro, ou 1 x 104, 5 x 104, 1 x
105, 5 x 10°, 1 x 10¢ 5 x 10¢ 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10%, 5 x
108, 1 x 102, 5 x 10°, 1 x 101%, 5 x 1019, 1 x 10! ou mais
células de perfusato placentdrio, sé&o suplementadas com cerca
de, ou pelo menos cerca de, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100, 150, 200, 250, 300, 350,400,450, 500, 550, 600, 650,
700, 750, 800, 850, 900, 950 ou 1000 mL de perfusato, ou cerca
de 1 unidade de perfusato.

Noutra concretizacdo especifica, a proliferacdo de uma
célula tumoral ou pluralidade de células tumorais é suprimida
por uma pluralidade de células assassinas naturais intermédias
placentdrias suplementadas por perfusato placentéario, células
de perfusato placentdrio e/ou células assassinas naturais
combinadas. Em concretizacdes mais especificas, cerca de 1 x
104, 5 x 104, 1 x 10%, 5 x 10!, 1 x 10° 5 x 10¢ 1 x 107, 5 x
107, 1 x 10%, 5 x 10% ou mais células assassinas naturais
intermédias placentéarias, ou 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x
10>, 1 x 10%, 5 x 10 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10%, 5 x 10°%, 1 x



EP 2 203 176/PT
6l

102, 5 x 10°?, 1 x 1019 5 x 10%% 1 x 10! ou mais células PINK,
sdo suplementadas com cerca de 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x
10°, 1 x 109, 5 x 10% 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 5 x 10® ou mais
células de perfusato placentario e/ou células assassinas
naturais combinadas por mililitro, ou 1 x 104, 5 x 104, 1 x
10>, 5 x 10°, 1 x 10¢% 5 x 10¢, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10%, 5 x
108, 1 x 10°?, 5 x 10°, 1 x 10%9 5 x 101°, 1 x 10! ou mais
células de perfusato placentdrio e/ou células assassinas
naturais combinadas. Noutras concretizacdes mais especificas,
cerca de 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10°, 5 x 10° 1 x 10¢ b5 x 10°%,
1 x 107, 5 x 107, 1 x 10%, 5 x 10°® ou mais células de perfusato
placentdrio e/ou células assassinas naturais combinadas por
mililitro, ou 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x 105 1 x 109 5 x
106, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10% 5 x 10% 1 x 102, 5 x 10°, 1 x
101°, 5 x 1019, 1 x 101! ou mais células assassinas naturais
intermédias placentdrias e/ou células assassinas naturais
combinadas sao suplementadas com cerca de, ou pelo menos cerca
de, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 950 ou 1000 mL de perfusato, ou cerca de 1 unidade de
perfusato.

Noutra concretizacdo, a proliferacdo de uma célula
tumoral ou pluralidade de células tumorais é suprimida pondo
em contacto a célula tumoral ou células tumorais com perfusato
placentédrio, células de perfusato, células PINK e/ou células
assassinas naturais combinadas suplementadas com células
estaminais placentarias aderentes. Em concretizacgdes
especificas, o perfusato placentdrio, células de perfusato ou
células PINK sédo suplementados com cerca de 1 x 104, 5 x 104,
1 x 10°, 5 x 10° 1 x 10, 5 x 10¢, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 5
x 10°® ou mais células estaminais placentdrias aderentes por
mililitro, ou 1 x 104, 5 x 104, 1 x 10° 5 x 105, 1 x 106, 5 x
10, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 5 x 10%, 1 x 109, 5 x 109, 1 x
1019, 5 x 1019, 1 x 10! ou mais células estaminais placentédrias
aderentes.

Noutra concretizacgdo, a proliferacdo de uma célula
tumoral ou pluralidade de células tumorais é suprimida pondo
em contacto a célula tumoral ou células tumorais com perfusato

placentéario, células de perfusato, células assassinas naturais
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combinadas e/ou células PINK suplementadas com meio
condicionado por células estaminais placentarias aderentes,
e.g., 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,1, 0,8, 0,9, 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10 mL de meio de cultura condicionado por
células estaminais por unidade de perfusato, células de
perfusato, células assassinas naturais combinadas e/ou células
PINK, ou por 104, 105, 106, 107, 10%, 10° ou 10'° células.

Noutras concretizagdes, o perfusato placentéario, células
de perfusato placentéario, células assassinas naturais
placentéarias, e.g., células PINK, células assassinas naturais
combinadas, e combinacdes e fraccdes reunidas compreendendo 0s
mesmos, Sao utilizados como inicialmente obtidos, isto &,
perfusato conforme obtido durante a perfusdo, células de
perfusato placentario conforme isoladas a partir de tal
perfusato, células assassinas naturais combinadas a partir de
tal perfusato e sangue do cordao umbilical correspondente, ou
células PINK isoladas a partir de tal perfusato ou de tais
células de perfusato placentdrio. Noutras concretizacdes, o
perfusato placentédrio, células de perfusato placentario,
células PINK, e combinacdes e fracgdes reunidas dos mesmos Sao
processados antes do uso. Por exemplo, perfusato placentéario
pode ser utilizado na sua forma em bruto, nédo processada,
conforme recolhido a partir da placenta. O perfusato
placentdrio pode também ser processado antes do uso, e.g.,
pela seleccdo negativa de um ou mais tipos de células, reducéo
em volume por desidratacao; liofilizacdo e reidratacao, etc.
Similarmente, populacdes de células de perfusato podem ser
utilizadas conforme 1inicialmente isoladas a partir de
perfusato placentério, e.g., como células nucleadas totais a
partir de perfusato placentdrio, ou podem ser processadas,
e.g., Ppara remover um ou mals tipos de células (e.qg.,
eritrécitos). As células PINK podem ser utilizadas conforme
inicialmente isoladas a partir de perfusato placentario, e.qg.,
utilizando micropérolas de CD56, ou podem ser processadas,

e.g., para remover um ou mais tipos de células ndo assassinas.

Noutra concretizacdo, € aqui proporcionado um método de
supressdo da proliferacdo de uma célula tumoral ou células
tumorais, compreendendo pdr em contacto a célula tumoral ou
células tumorais com perfusato placentdrio, células de
perfusato placentario, células PINK, células assassinas
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naturais combinadas, ou fracgdes reunidas ou combinacgdes
compreendendo 0s mesmos, onde o referido perfusato
placentario, células de perfusato placentario, células PINK,
células assassinas naturais combinadas, ou fracgdes reunidas
ou combinagdes compreendendo o0s mesmos, foram postos em
contacto com interleucina-2 (IL-2) por um periodo de tempo
antes do referido contacto. Em certas concretizacgdes, o
referido periodo de tempo é€ cerca de, pelo menos, OU no maximo
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46 ou 48 antes do referido
contacto.

O perfusato, células de perfusato, células PINK, células
assassinas naturais combinadas e/ou combinacdes dos mesmos
podem ser administrados uma vez a um individuo com cancro, ou
um individuo com células tumorais durante um curso de terapia
anticancro, ou podem ser administrados maltiplas vezes, e.g.,
uma vez a cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 ou 23 horas, ou uma vez a cada
1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dias, ou uma vez a cada 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10 ou mais semanas durante a terapia. O perfusato,
células de perfusato, células PINK, fraccdes reunidas e/ou
combinacdes dos mesmos podem ser administrados sem ter em
consideracdo se o perfusato, células de perfusato, células
PINK, fracg¢des reunidas e/ou combinacdes dos mesmos foram
administrados a uma pessoa com cancro, ou com células tumorais,
no passado. Assim, os métodos agui proporcionadas abrangem a
administracdo a uma pessoca com cancro ou com células tumorais
de qualgquer combinacdo de perfusato placentédrio, células de
perfusato, células PINK, fraccbes reunidas e/ou combinacdes
compreendendo 0s mesmos.

Numa concretizacdo especifica, as células tumorais séao
células de cancro sanguineo. Em vArias concretizacgdes
egspecificas, as células tumorais sdo células de carcinoma
ductal primadrio, células de leucemia, células de leucemia de
célula T aguda, células de linfoma mieldide crdénico (CML),
células de leucemia mieldgena aguda, células de leucemia
mieldgena crdénica (CML), células de carcinoma do pulmao,
células de adenocarcinoma do cdlon, células de linfoma
histiocitico, células de mieloma multiplo, células de
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retinoblastoma, células de carcinoma colo-rectal ou células de

adenocarcinoma colo-rectal.

O perfusato placentédrio, células de perfusato, células
PINK, células assassinas naturais combinadas, fraccdes
reunidas e/ou combinag¢des compreendendo 0Ss mesmos podem ser
parte de um regime de terapia anticancro que inclui um ou mais
outros agentes anticancro. Estes agentes anticancro sao bem
conhecidos na especialidade. Agentes anticancro especificos
que podem ser administrados a um individuo com cancro, para
além do perfusato, células de perfusato, células PINK, fraccdes
reunidas e/ou combinacg¢des dos mesmos, incluem, mas ndo estao
limitados a: acivicina; aclarrubicina; cloridrato de
acodazole; acronina; adozelesina; aldesleucina; altretamina;
ambomicina; acetato de ametantrona; amsacrina; anastrozole;
antramicina; asparaginase; asperlina; azacitidina; azetepa;
azotomicina; batimastat; benzodepa; bicalutamida; cloridrato
de bisantreno; dimesilato de bisnafide; bizelesina; sulfato de

bleomicina; brequinar sédico; bropirimina; bussulfano;
cactinomicina; calusterona; caracemida; carbetimer;
carboplatina; carmustina; cloridrato de carubicina;
carzelesina; cedefingol; celecoxib (inibidor de COX-2);

clorambucil; cirolemicina; cisplatina; cladribina; mesilato de
crisnatol; ciclofosfamida; citarabina; dacarbazina;
dactinomicina; cloridrato de daunorrubicina; decitabina;
dexormaplatina; dezaguanina; mesilato de dezaguanina;
diaziquona; docetaxel; doxorrubicina; cloridrato de
doxorrubicina; droloxifeno; citrato de droloxifeno; propionato
de dromostanolona; duazomicina; edatrexato; cloridrato de
eflomitina; elsamitrucina; enloplatina; enpromato;
epipropidina; cloridrato de epirrubicina; erbulozole;
cloridrato de esorrubicina; estramustina; fosfato sdédico de
estramustina; etanidazole; etopdsido; fosfato de etopdsido;
etoprina; cloridrato de fadrozole; fazarabina; fenretinida;
floxuridina; fosfato de fludarabina; fluorouracilo;
flurocitabina; fosquidona; fostriecina sdédica; gencitabina;
cloridrato de gencitabina; hidroxiureia; cloridrato de
idarrubicina; ifosfamida; ilmofosina; iproplatina;
irinotecano; cloridrato de irinotecano; acetato de lanreotide;
letrozole; acetato de 1leuprolida; cloridrato de 1liarozole;
lometrexol sdédico; lomustina; cloridrato de losoxantrona;

masoprocol; maitansina; cloridrato de mecloretamina; acetato
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de megestrol; acetato de melengestrol; melfalano; menogaril;
mercaptopurina; metotrexato; metotrexato sdédico; metoprina;
meturedepa; mitindomida; mitocarcina; mitocromina; mitogilina;
mitomalcina; mitomicina; mitosper; mitotano; cloridrato de
mitoxantrona; &cido micofendlico; nocodazole; nogalamicina;
ormaplatina; oxisurano; paclitaxel; pegaspargase; peliomicina;
pentamustina; sulfato de peplomicina; perfosfamida;
pipobromano; pipossulfano; cloridrato de piroxantrona;
plicamicina; plomestano; porfimer sdédico; porfiromicina;
prednimustina; cloridrato de procarbazina; puromicina;
cloridrato de puromicina; pirazofurina; riboprina; safingol;
cloridrato de safingol; semustina; simtrazeno; esparfosato
soédico; esparsomicina; cloridrato de espilirogerménio;
espiromustina; espiroplatina; estreptonigrina;
estreptozocina; sulofenur; talisomicina; tecogalan sdédico;
taxotere; tegafur; cloridrato de teloxantrona; temoporfina;
tenipdésido; teroxirona; testolactona; tiamiprina; tioguanina;
tiotepa; tiazofurina; tirapazamina; citrato de toremifeno;
acetato de trestolona; fosfato de triciribina; trimetrexato;
glucuronato de trimetrexato; triptorelina; cloridrato de
tubulozole; mostarda de uracilo; uredepa; vapreotide;
verteporfina; sulfato de vinblastina; sulfato de vincristina;
vindesina; sulfato de vindesina; sulfato de vinepidina;
sulfato de vinglicinato; sulfato de vinleurosina; tartarato de
vinorelbina; sulfato de vinrosidina; sulfato de vinzolidina;
vorozole; zeniplatina; zinostatina; e cloridrato de

zorubicina.

OQutros farmacos anticancro incluem, mas nao estéao
limitadas a: 20-epi-1,25-di-hidroxivitamina D3; 5-
etiniluracilo; abiraterona; aclarrubicina; acilfulveno;
adecipenol; adozelesina; aldesleucina; antagonistas de ALL-TK;
altretamina; ambamustina; amidox; amifostina; acido
aminolevulinico; amrubicina; amsacrina; anagrelida;
anastrozole; andrografolide; inibidores de angiogénese;
antagonista D; antagonista G; antarelix; proteina
morfogenética-1 anti-dorsalizante; antiandrogénio, carcinoma
prostdtico; antiestrogénio; antineoplaston; oligonucledtidos
anti-sentido; glicinato de afidicolina; moduladores do gene da
apoptose; reguladores da apoptose; acido apurinico; ara-CDP-
DL-PTRA; arginina-desaminase; asulacrina; atamestano;
atrimustina; axinastatina 1; axinastatina 2; axinastatina 3;
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azasetron; azatoxina; azatirosina; derivados de bacatina III;
balanol; batimastat; antagonistas de BCR/ABL; benzoclorinas;
benzoilestaurosporina; derivados de beta-lactama; beta-
aletina; betaclamicina B; &acido betulinico; inibidor de DbFGF;
bicalutamida; bisantreno; bisaziridinilespermina; bisnafida;
bistrateno A; bizelesina; breflato; bropirimina; budotitano;
butionina-sulfoximina; calcipotriol; calfostina C; derivados
de camptotecina; capecitabina; carboxamida—-amino-triazole;
carboxiamidotriazole; CaRest M3; CARN 700; inibidor derivado
de cartilagem; carzelesina; 1inibidores de caseina-quinase
(ICOS); castanoespermina; cecropina B; cetrorelix; clorinas;
cloroguinoxalina-sulfonamida; cicaprost; cis-porfirina;
cladribina; andlogos de clomifeno; clotrimazole; colismicina
A; colismicina B; combretastatina Ad; analogo de
combretastatina; conagenina; crambescidina 816; crisnatol;
criptoficina 8; derivados de criptoficina A; curacina A;

ciclopentantraquinonas; cicloplatam; cipemicina; citarabina

ocfosfato; factor citolitico; citostatina; dacliximab;
decitabina; desidrodidenmina B; deslorelina; dexametasona;
dexifosfamida; dexrazoxano; dexverapamil; diaziquona;
didemnina B; didox; dietilnorespermina; di-hidro-5-
azacitidina; di-hidrotaxol, 9-; dioxamicina;
difenilespiromustina; docetaxel; docosanol; dolasetron;
doxifluridina; doxorrubicina; droloxifeno; dronabinol;

duocarmicina SA; ebselen; ecomustina; edelfosina; edrecolomab;
eflornitina; elemene; emitefur; epirrubicina; epristerida;
andlogo de estramustina; agonistas de estrogénio; antagonistas
de estrogénio; etanidazole; etopdsido fosfato; exemestano;
fadrozole; fazarabina; fenretinida; filgrastim; finasterida;
flavopiridol; flezelastina; fluasterona; fludarabina;
cloridrato de fluorodaunorrunicina; forfenimex; formestano;
fostriecina; fotemustina; gadolinio texafirina; nitrato de
gadlio; galocitabina; ganirelix; inibidores de gelatinase;
gencitabina; inibidores de glutationa; hepsulfam; heregulina;
hexametileno bisacetamida; hipericina; 4&cido ibandrénico;
idarrubicina; idoxifeno; idramantona; ilmofosina; ilomastat;
imatinib (e.qg., GLEEVEC®) , imiquimod; péptidos
imunostimulantes; inibidor de receptor de factor de
crescimento 1 do tipo insulina; agonistas de interferao;
interferdes; interleucinas; 1iobenguane; iododoxorrubicina;
ipomeanol, 4-; iroplact; irsogladina; isobengazole; iso-homo-
halicondrina B; itasetron; Jjasplaquinolida; kahalalide F;
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lamelarina-N triacetato; lanreotida; leinamicina; lenograstim;
sulfato de lentinano; leptolestatina; letrozole; factor de
inibicdo da leucemia; alfa-interferdo de leucdcito; leuprolida
+ estrogénio + progesterona; leuprorelina; levamisole;
liarozole; andlogo de poliamina linear; péptido dissacarido
lipofilico; comostos de platina lipofilicos; lissoclinamida 7;
lobaplatina; lombricina; lometrexol; lonidamina; losoxantrona;
loxoribina; lurtotecan; lutécio texafirina; lisofilina;
péptidos 1liticos; maitansina; manostatina A; marimastat;
masoprocol; maspina; inibidores de matrilisina; inibidores de
metaloproteinase de matriz; menogaril; merbarona; meterelina;
metioninase; metoclopramida; inibidor de MIF; mifepristona;
miltefosina; mirimostim; mitoguazona; mitolactol; andlogos de
mitomicina; mitonafide; mitotoxina factor de crescimento de
fibroblasto-saporina; mitoxantrona; mofaroteno; molgramostim;
Erbitux, gonadotrofina coridénica humana; monofosforil-lipido
A + sk de parede celular de micobactéria; mopidamol; agente
anticancro de mostarda; micaperdéxido B; extracto de parede
celular micobacteriana; miriaporona; N-acetildinalina;
benzamidas N-substituidas; nafarelina; nagrestip;
naloxona+pentazocina; napavina; nafterpina; nartograstim;

nedaplatina; nemorrubicina; &cido neridrdénico; nilutamida;

nisamicina; moduladores de 6xido nitrico; nitréxido
antioxidante; nitrulina; oblimersen (GENASENSE®) ; 06—
benzilguanina; octreotida; oquicenona; oligonucledtidos;

onapristona; ondansetron; ondansetron; oracina; indutor de
citogquina oral; ormaplatina; osaterona; oxaliplatina;
oxaunomicina; paclitaxel; andlogos de paclitaxel; derivados de
paclitaxel; palauamina; palmitoilrizoxina; &acido pamidrdnico;
panaxitriol; panomifeno; parabactina; pazeliptina;
pegaspargase; peldesina; pentosano polissulfato sdédico;
pentostatina; pentrozole; perflubron; perfosfamida; 4&alcool
perililo; fenazinomicina; fenilacetato; inibidores de
fosfatase; picibanil; cloridrato de pilocarpina;
pirarrubicina; piritrexim; placetina A; placetina B; inibidor
de activador de plasminogénio; complexo de platina; compostos
de platina; complexo de platina-triamina; porfimer sdédico;
porfiromicina; prednisona; propil-bis—-acridona;
prostaglandina J2; inibidores de proteassoma; imunomodulador
baseado em proteina A; inibidor de proteina guinase C;
inibidores de proteina quinase C, microalgal; inibidores de
proteina tirosina-fosfatase; inibidores de purina-nucledsido-
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fosforilase; purpurinas; pirazoloacridina; conjugado de
hemoglobina-polioxietileno piridoxilado; antagonistas raf;
raltitrexed; ramosetron; inibidores ras farnesil proteina
transferase; 1nibidores ras; inibidor ras-GAP; reteliptina
desmetilada; etidronato de rénium Re 186; rizoxina; ribozimas;
retinamida RII; roituquina; romurtida; roquinimex; rubiginonea
Bl; ruboxilo; safingol; saintopina; SarCNU; sarcofitol A;
sargramostim; miéticos Sdi 1; semustina; inibidor 1 derivado
de senescéncia; oligonucledtidos em sentido; inibidores de
transducéo de sinal; sizofiran; sobuzoxano; borocaptato de
s6édio; fenilacetato de sdédio; solverol; proteina de ligacédo de
somatomedina; sonermina; &cido esparfésico; espicamicina D;
espiromustina; esplenopentina; espongistatina 1; esqualamina;
estipiamida; inibidores de estromelisina; sulfinosina;
antagonista de péptido intestinal vasoactivo superactivo;
suradista; suramina; suainsonina; talimustina; metiodeto de
tamoxifeno; tauromustina; tazaroteno; tecogalano sdédico;
tegafur; telurapirilio; inibidores de telomerase; temoporfina;
tenipdsido; tetraclorodecadxido; tetrazomina; taliblastina;
tiocoralina; trombopoietina; mimético de trombopoietina;
timalfasina; agonista de receptor de timopoietina;
timotrinano; hormona estimulante da tirdide; estanho-etil-
etiopurpurina; tirapazamina; bicloreto de titanoceno;
topsentina; toremifeno; inibidores de traducgao; tretinoina;
triacetiluridina; triciribina; trimetrexato; triptorelina;
tropisetron; turosterida; inibidores de tirosina-gquinase;
tirfostinas; inibidores de UBC; ubenimex; factor inibidor de
crescimento derivado de sino wurogenital; antagonistas de
receptor de uroquinase; vapreotida; wvariolina B; velaresol;
veramina; verdinas; verteporfina; vinorrelbina; vinxaltina;
vitaxina; vorozole; zanoterona; zeniplatina; =zilascorb; e
zinostatina estimalamero.

5.8. Tratamento de células assassinas naturais com compostos

imunomoduladores

Células assassinas naturais isoladas, e.g., células PINK
ou células assassinas naturais combinadas, como aqui descritas
noutros locais, podem ser tratadas com um composto
imunomodulador, e.g., postas em contacto com um composto
imunomodulador, para melhorar a actividade antitumor da

célula. Assim, é aqui proporcionado um método de aumento da
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citotoxicidade de uma célula assassina natural para uma célula
tumoral compreendendo pdr em contacto a célula assassina
natural com um composto imunomodulador durante um tempo e numa
concentracao suficientes para a célula assassina natural
demonstrar citotoxicidade aumentada em relacgdo a uma célula
tumoral em comparacdo com a célula assassina natural ndo posta
em contacto com o) composto imunomodulador. Noutra
concretizacdo, ¢é aqui proporcionado um método de aumento da
expressdo de granzima B numa célula assassina natural
compreendendo pdr em contacto a célula assassina natural com
um composto imunomodulador durante um tempo e numa concentracao
suficientes para a <célula assassina natural demonstrar
expressao aumentada de granzima B em comparacao com a célula
assassina natural nao posta em contacto com o composto
imunomodulador. O composto imunomodulador pode ser qualquer
composto descrito abaixo, e.g., lenalidomida ou pomalidomida.

E também aqui proporcionado um método de aumento da
citotoxicidade de uma populacdo de células assassinas
naturais, e.g., células PINK ou células assassinas naturais
combinadas, para uma pluralidade de células tumorais
compreendendo pdr em contacto a populacdo de células assassinas
naturais com um composto imunomodulador durante um tempo e
numa concentracao suficientes para a populacdao de células
assassinas naturais demonstrar citotoxicidade detectavelmente
aumentada em relacgédo a referida pluralidade de células tumorais
em comparagado com um numero equivalente de células assassinas
naturais ndo postas em contacto com o composto imunomodulador.
Noutra concretizacdo, € agqui proporcionado um método de aumento
da expressido de granzima B numa populacdo de células assassinas
naturais compreendendo pdr em contacto a populacdo de células
assassinas naturais com um composto imunomodulador durante um
tempo e numa concentracdo suficientes para a populacdo de
células assassinas naturais exprimir uma quantidade
detectavelmente aumentada de granzima B em comparagao com um
numero equivalente de células assassinas naturais nédo postas
em contacto com o composto imunomodulador. Numa concretizacao
especifica, a referida populacdo de células assassinas
naturais estd contida nas células de perfusato placentéario,
e.qg., células nucleadas total a partir de perfusato
placentéario.



EP 2 203 176/PT
70

Em concretizacgdes especificas das concretizagdes acima,
as células assassinas naturais sdo células assassinas naturais
intermédias placentarias (células PINK) CD56%, CDl16-. Noutra
concretizacdo especifica das concretizagdes acima, as células
assassinas naturais sao células assassinas naturais
combinadas, i.e., células assassinas naturais a partir de
perfusato placentario e sangue do cordao umbilical
correspondentes.

Noutra concretizacdo especifica, a referida pluralidade
de células assassinas naturais, e.g., células PINK ou células
assassinas naturais combinadas, posta em contacto com o
referido composto imunomodulador exprime um ou mais de BAX,
CCL5, CCR5, CSF2, FAS, GUSB, IL2RA ou TNFRSF18 a um nivel mais
elevado do gue um numero equivalente das referidas células
assassinas naturais nao postas em contacto com o referido
composto imunomodulador. Noutra concretizacdo especifica, a
referida pluralidade de células assassinas naturais, e.g.,
células PINK, posta em contacto com o referido composto
imunomodulador exprime um ou mais de ACTB, BAX, CCL2, CCL3,
CCL5, CCR5, CSF1, CSF2, ECEl, FAS, GNLY, GUSB, GZMB, ILl1A,
IL2RA, 1IL8, IL10, LTA, PRF1l, PTGS2, SKI e TBX21 a um nivel
mais elevado do gue um numero equivalente das referidas células
assassinas naturais nao postas em contacto com o referido
composto imunomodulador.

E também aqui proporcionado um método de aumento da
citotoxicidade de uma populacdo de células de perfusato
placentdrio humanas, e.g., células nucleadas totais a partir
de perfusato placentdrio, em relacdo a uma pluralidade de
células tumorais, compreendendo pdr em contacto as células de
perfusato placentdrio com um composto imunomodulador durante
um tempo e numa concentracdo suficientes para as células de
perfusato placentario demonstrarem citotoxicidade
detectavelmente aumentada em relacdo a referida pluralidade de
células tumorais em comparacdo com um numero equivalente de
células de perfusato placentdrio ndo postas em contacto com o
composto imunomodulador. Noutra concretizacao, é aqgui
proporcionado um método de aumento da expressao de granzima B
numa populacao de células de perfusato placentéario
compreendendo pbdr em contacto a populacdo de células de
perfusato placentario com um composto imunomodulador durante
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um tempo e numa concentracgao suficientes para a populacéo de
células de perfusato placentdrio exprimir uma quantidade
detectavelmente aumentada de granzima B em comparag¢do com um
numero equivalente de células de perfusato placentdrio néao
postas em contacto com o composto imunomodulador.

Compostos imunomoduladores podem ser quer comprados
comercialmente quer preparados de acordo com os métodos
descritos nas patentes ou publicacbdes de patentes aqui
referidas. Adicionalmente, composig¢des opticamente puras podem
ser sintetizadas assimetricamente ou resolvidas utilizando
agentes de resolucdo conhecidos ou colunas quirais bem como
outras técnicas padrdo de guimica orgédnica de sintese. Os
compostos imunomoduladores podem ser racémicos,
estereomericamente enriquecidos ou estereomericamente puros,
e podem abranger seus sais farmaceuticamente aceitédveis,
solvatos e pré-farmacos.

Como aqui utilizado e a nado ser que indicado de outro
modo, o termo "compostos imunomoduladores" abrange moléculas
orgénicas pequenas que acentuadamente inibem TNF- , IL-1B de
mondécito induzida por LPS e IL-12, e inibem parcialmente a
producdo de IL-6. Em exemplos especificos, os compostos
imunomoduladores sé&o lenalidomida, pomalidomida ou talidomida.

Exemplos especificos de compostos imunomoduladores,
incluem, mas nao estdo limitados a, derivados de ciano e
carboxi de estirenos substituidos tais como os revelados na
Patente dos E.U.A. N.¢ 5 929 117; 1-oxo-2-(2,6-dioxo-3-
fluoropiperidin-3-il)isoindolinas e 1,3-dioxo—-2-(2, 6—-dioxo-3—
fluoropiperidina-3-il)isoindolinas tais como as descritas nas
Patentes dos E.U.A. N.°s 5 874 448 e 5 955 476; as 2-(2,6-
dioxopiperidin-3-il)-1-oxoisoindolinas tetra substituidas
descritas na Patente dos E.U.A. N.2 5 798 368; l-oxo e 1,3-
dioxo-2- (2, 6-dioxopiperidin-3-il)isoindolinas (e.qg.,
derivados de 4-metilo de talidomida), incluindo, mas nao
limitadas a, as reveladas nas Patentes dos E.U.A. N.°s 5 635
517, 6 476 052, 6 555 554 e 6 403 613; 1l-oxo e 1,3-
dioxoisoindolinas substituidas na posicédo 4 ou 5 do anel de
indolina (e.g., &cido 4-(4-amino-1,3-dioxoisoindolina-2-1il1)-
4-carbamoilbutandéico) descritas na Patente dos E.U.A. N.2 6
380 239; isoindolina-1-ona e isoindolina-1, 3—-diona
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substituidas na posicédo 2 com 2, 6-dioxo-3-hidroxipiperidin-5-
ilo (e.g., 2-(2,6-dioxo-3-hidroxi-5-fluoropiperidin-5-il)-4-
aminoisoindolin-1l-ona) descritas na Patente dos E.U.A. N.2 6
458 810; uma classe de amidas ciclicas nédo polipeptidicas
reveladas nas Patentes dos E.U.A. N.°s 5 698 579 e 5 877 200;
aminotalidomida, bem como andlogos, produtos de hidrélise,
metabolitos, derivados e precursores de aminotalidomida, e 2-
(2, 6-dioxopiperidin-3-il) ftalimidas substituidas e 2-(2,6-
dioxopiperidin-3-il)-1-oxoisoindoles substituidos tais como os
descritos nas Patentes dos E.U.A. N.° 6 281 230 e 6 316 471;
e compostos de isoindole-imida tais como os descritos na
Publicacdo de Patente dos E.U.A. N.2 2003/0045552 Al, Patente
dos E.U.A. N.° 7 091 353, e WO 02/059106. Os compostos
imunomoduladores ndo incluem talidomida.

Em certas concretizacgdes, o0s compostos imunomoduladores
sao l-oxo- e 1,3-dioxo-2-(2, 6-dioxopiperidin-3-il)
isoindolinas substituidas com amino no anel benzo como descrito
na Patente dos E.U.A. N.2 5 635 517. Estes compostos tém a
estrutura I:

HoN

na qual um de X e Y & C=0, o outro de X e Y & C=0 ou CHz, e R?
¢ hidrogénio ou alquilo inferior, em particular metilo.
Compostos imunomoduladores especificos incluem, mas ndo estédo
limitados a:

l-oxo- 2,6-dioxopiperidin-3-1il)-4-aminoisoindolina;

2—(
l-ox0-2-(2,6-dioxopiperidin-3-il)-5-aminoisoindolina;
l-ox0-2-(2,6-dioxopiperidin-3-il)-6-aminoisoindolina;
l-ox0-2-(2,6-dioxopiperidin—-3-il)-7-aminoisoindolina;
1,3-dioxo-2-(2, 6-dioxopiperidin-3-1l1)-4-aminoisoindo—
lina; e

1,3-dioxo-2-(2, 6-dioxopiperidin-3-il)-5-aminoisoindo—

lina.

Outros compostos imunomoduladores especificos pertencem
a uma classe de 2-(2,6-dioxopiperidin-3-il) ftalimidas
substituidas e 2-(2,6-dioxopiperidin-3-il)-1-oxoisoindoles
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substituidos, tais como os descritos nas Patentes dos E.U.A.
N.°os 6 281 230, 6 316 471, 6 335 349 e 6 476 052, e na WO
98/03502. Compostos representativos tém a fédrmula:

Ri
Rr2 e 3
X R
© N NH
RS Y
R ©

na qual:

um de X e Y &€ C=0 e o0 outro de X e Y & C=0 ou CHy;

(i) cada um de R!, RZ%, R3 e R4, 1independentemente dos
outros, é halo, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono ou alcoxi
de 1 a 4 &tomos de carbono ou (ii) um de R!, R?, R® e R* & —-NHR®
e 08 restantes de R!, RZ, R3® e R? sd&o hidrogénio;

R%> é hidrogénio ou algquilo de 1 a 8 atomos de carbono;

R® é hidrogénio, alquilo de 1 a 8 &tomos de carbono,
benzilo ou halo;

desde que R® seja outro que ndo hidrogénio se X e Y forem
C=0 e (1) cada um de R, R?, R® e R* é fluoro ou (ii) um de RI,
RZ, R® ou R? €& amino.

Compostos representativos desta classe tém as fdrmulas:
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onde R! é hidrogénio ou metilo. Numa concretizacao
separada, é abrangida a utilizacéao de formas
enantiomericamente puras (e.g. enantidmeros (R) ou (S)
opticamente puros) destes compostos.

Ainda outros compostos imunomoduladores especificos
pertencem a uma classe de isoindole-imidas reveladas nas
Publicacdes do Pedidos de Patente dos E.U.A. N.°s TUS
2003/0096841 e US 2003/0045552, e WO 02/059106. Compostos
representativos tém a férmula II:

Q

Y, H

\N 5 G

4

X R®

1
RGH),
H I

e seus sals farmaceuticamente aceitdveis, hidratos, solvatos,
clatratos, enantidmeros, diasteredmeros, racematos e misturas
de estereoisdmeros, onde:

z

um de X e Y é C=0 e o0 outro é CH; ou C=0;

R? é H, (C1—-Cs)alquilo, (Cz—C7)cicloalguilo,
(C,—Cg)alcenilo, (Cz;-Csg)alcinilo, benzilo, arilo, (Co—Cs)alquil-
(C1—C¢)heterocicloalquilo, (Co—Cs)alguil-(Cy-Cs)heterocarilo,

C(O)R3, C(S)R?, C(O)OR%, (C1-Csg)alquil-N(R®)z, (Ci1-Cs)alquil-OR?,
(C1—Cs)alquil-C(0)OR®, C(O)NHR?®, C(S)NHR?*, C(O)NR®R®', C(S)NR?R?¥
ou (C1—-Cg)alquil-0(CO)R>;

R? & H, F, benzilo, (Ci-Cg)algquilo, (Cz-Cs)alcenilo ou
(Cz—Cg)alcinilo;

R3 e R3' sdo independentemente (C1—-Cg)algquilo,
(C3—C7)cicloalgquilo, (Cz-Cg)alcenilo, (Cz-Cg)alcinilo, benzilo,
arilo, (Co—Cs)alquil-(Ci1—-Ce)heterocicloalgquilo, (Co—Cs)alquil-
(C2—Cs)heteroarilo, (Co—Cs)alquil-N(R®), (C1—Cs)alquil-ORS,
(C1—-Cg)algquil-C(0)OR>, (Ci1-Cg)algquil-0(CO)R>®> ou C(0)O0R>;
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R* & (C1—-Cg)alquilo, (C2-Cs)alcenilo, (C2-Cs)alcinilo,
(C1—-C4)alquil-OR>, benzilo, arilo, (Co—Ca)alquil-
(C1—Cs)heterocicloalquilo ou (Co—Cs)alguil- (Cz-Cs)heterocarilo;

RS & (C1—Cs)alquilo, (C2—-Cs)alcenilo, (C2-Cs)alcinilo,
benzilo, arilo ou (Cz-Cs)heterocarilo;

cada ocorréncia de R® é independentemente H,
(Ci-Cg)alquilo, (Cz-Cg)alcenilo, (C2-Cs)alcinilo, benzilo,
arilo, (C2—Cs)heteroarilo ou (Co—Cs)alquil-C(0)0O-R>, ou oS8
grupos R® podem unir-se para formar um grupo
heterocicloalquilo;

né 0 ou l; e

* representa um centro de carbono gquiral.

Em compostos especificos de férmula II, quando n € 0 entdo

RI & (Cz—C7)cicloalquilo, (C2-Csg)alcenilo, (C2-Cs)alcinilo,
benzilo, arilo, (Co—Cs)alquil-(Ci1—Cs) heterocicloalquilo,
(Co—Cs)algquil-(Cz-Cs)heterocarilo, C(0O)R3, C (O) OR¢4,

(C1—-Cs)alquil—-N(R®) 2, (C1—-Cs)alquil-OR5>, (C1—-Cs)alquil-C (0)ORS,
C(S)NHR?® ou (Ci1-Cg)alquil-0(CO)R3;

RZ é H ou (Ci—-Cg)algquilo; e

R3 é& (Ci1-Cg)alquilo, (Cz—-Cy)cicloalquilo, (Cz-Cs)alcenilo,
(Czs-Cg)alcinilo, benzilo, arilo, (Co—Cs)algquil-
(C1—C¢)heterocicloalquilo, (Co—Cs)algquil-(Cy-Cs)heterocarilo,
(Cs5—Cg)alquil-N(R®) 2, (Co—Cs)alquil-NH-C (0) 0O-R5, (C1—Cg)alquil-
OR®, (C1—-Cg)algquil-C(0O)OR®, (C1—Cs)alquil-O(CO)R> ou C(O)OR?>; e
as outras varidveis tém as mesmas definicgdes.

Noutros compostos especificos de férmula II, R? € H ou
(Ci—-Cs)alquilo.

Noutros compostos especificos de fdérmula II, R! &
(Ci—-Cg)algquilo ou benzilo.

Noutros compostos especificos de férmula II, R! & H,
(Ci—-Cg)alquilo, benzilo, CH2OCHs, CH;CH2OCHz ou

wghL] )
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Noutra concretizacdo dos compostos de fédrmula II, R! é

R" R’
~aCHy (/ \3 , MCHQ—@ WC}??‘@\R“

onde Q € O ou S, e cada ocorréncia de R’ é independentemente

u

, (Ci1-Cg)alqguilo, (C3—Cy7)cicloalquilo, (C2—-Cs)alcenilo,
C1—-Cs) heterocicloalquilo, (Co—Cq)alquil- (C2—Cs)heterocarilo,

H
(C2—Cs)alcinilo, Dbenzilo, arilo, halogéneo, (Co—Cs)alguil-—
(
(Co—Cs)alquil—-N(R®) o, (C1-Cs)algquil-OR?, (C1—-Cs)alquil-C (0)OR?,
(C1—Cs)alquil-O(CO)R®> ou C(O)OR>, ou ocorréncias adjacentes de
R7 podem ser consideradas em conjunto para formar um anel arilo

ou alquilo biciclico.
Noutros compostos especificos de férmula II, R! é C(O)RS3.

Noutros compostos especificos de férmula II, R® &
(Co—Cs)alguil-(Cy-Cs)heterocarilo, (C1—-Csg)alguilo, arilo ou
(Co—Ca)alquil-ORS>.

Noutros compostos especificos de férmula II, heteroarilo
é piridilo, furilo ou tienilo.

z

Noutros compostos especificos de férmula II, R! & C(0O)OR4.

Noutros compostos especificos de fdérmula II, o H de
C(O)NHC (0) pode estar substituido por (Ci-Cs)algquilo, arilo ou
benzilo.

Exemplos adicionais dos compostos nesta classe incluem,
mas nado estdo limitados a: [2-(2,6-dioxo-piperidin-3-il)-1,3-
dioxo—-2,3-di-hidro-1H-isoindol-4-ilmetil]-amida; éster de
terc-butilo de &4cido (2-(2,6-dioxo-piperidin-3-il) -1, 3-dioxo-
2,3-di-hidro-1H-isoindol-4-ilmetil)-carbamico; 4-
(aminometil)-2-(2, 6-dioxo (3-piperidil))-isoindolina-1, 3-
diona; N-(2-(2,6-dioxo-piperidin-3-il) -1, 3-dioxo-2,3-di-
hidro-1H-isoindol-4-ilmetil)-acetamida; N-{(2-(2,6-dioxo (3—-
piperidil) -1, 3-dioxoisoindolin-4-il)metil}ciclopropil-
carboxamida; 2-cloro-N—-{ (2-(2, 6-dioxo (3-piperidil))-1, 3-
dioxoisoindolin—-4-il)metil}lacetamida; N-(2-(2,6-dioxo (3—
piperidil))-1,3-dioxoisoindolin-4-1il)-3-piridilcarboxamida;
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3-{1-ox0-4-(benzilamino)isoindolin-2-il}piperidina-2, 6-diona;
2-(2,6-dioxo (3-piperidil))-4-(benzilamino)isoindolina-1, 3—
diona; N-{(2-(2,6-dioxo(3-piperidil))-1,3-dioxoisoindolin-4-

il)metil}propanamida; N-{(2-(2,6-dioxo (3-piperidil))-1,3-
dioxoisoindolin-4-il)metil}-3-piridilcarboxamida; N-{(2-(2, 6-
dioxo (3-piperidil))-1, 3-dioxoisoindolin-4-

il)metil}heptanamida; N-{(2-(2,6-dioxo (3-piperidil)) -1, 3~

dioxoisoindolin—-4-il)metil}-2-furilcarboxamida; acetato de
{N-(2-(2,6-dioxo (3-piperidil))-1,3-dioxoisoindolin-4-
il)carbamoil}metilo; N-(2-(2,6-dioxo (3-piperidil))-1,3-
dioxoisoindolin—-4-il)pentanamida; N-(2-(2,6-dioxo (3-
piperidil))-1,3-dioxoisoindolin-4-il)-2-tienilcarboxamida; N-
{[2-(2,6-diox0o (3-piperidil))-1,3-dioxoisoindolin—-4-1i1]

metil} (butilamino) carboxamida; N-{[2-(2, 6—-diox0o (3-
piperidil)) -1, 3-dioxoisoindolin-4-il]lmetil} (octilamino) -
carboxamida; e N-{[2-(2,6-diox0o (3-piperidil))-1, 3-

dioxoisoindolin-4-illmetil} (benzilamino)carboxamida.

Ainda outros compostos imunomoduladores especificos
pertencem a uma classe de isoindole-imidas reveladas na
Publicagdo do Pedido de Patente dos E.U.A. N.° 2002/0045643,
Publicacdo Internacional N.2 WO 98/54170, e Patente dos E.U.A.
N.¢ 6 395 754. Compostos representativos tém a férmula IIT:

1
\ R Q R
R Y\ N
N~ o)
RB X R6
RS HI

e seus sails farmaceuticamente aceitéveis, hidratos,
solvatos, clatratos, enantidmeros, diasteredmeros, racematos
e misturas de estereoisdmeros, onde:

um de X e Y é C=0 e o outro é CH; ou C=0;

R ¢ H ou CH;OCOR';

(i) cada um de R!, R?, R?® ou R% independentemente dos
outros, é halo, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono ou alcoxi
de 1 a 4 atomos de carbono, ou (ii) um de R, R?, R3® ou R? é
nitro ou -NHR® e os restantes de R!, R?, R® ou R? sdo hidrogénio;

R®> & hidrogénio ou alquilo de 1 a 8 carbonos;

R® ¢ hidrogénio, alquilo de 1 a 8 &tomos de carbono,
benzo, cloro ou fluoro;
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R' & R/-CHR!’-N(R°R?);

R7 é m-fenileno ou p-fenileno ou - (CpHzn)—- no gqual n tem
um valor de 0 a 4;

cada um de R® e R? considerado independentemente do outro
€ hidrogénio ou alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, ou Rf e R?
considerados em conjunto sado tetrametileno, pentametileno,
hexametileno ou -CHzCH;X:CH;CH;- no qual X; é -0-, -S- ou -NH-;

R'Y & hidrogénio, alquilo de até 8 atomos de carbono ou
fenilo; e

* representa um centro de carbono quiral.

Outros compostos representativos tém a férmula:

onde:

um de X e Y € C=0 e 0 outro de X e Y & C=0 ou CHgz;

(i) cada um de R!, R?, R® ou R% independentemente dos
outros, é halo, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono ou alcoxi
de 1 a 4 adtomos de carbono, ou (ii) um de R!, R%, R?® e R? &
-NHR® e o0s restantes de R!, R%, R® e R?! sdo hidrogénio;

R®> é hidrogénio ou alquilo de 1 a 8 atomos de carbono;

R® é hidrogénio, algquilo de 1 a 8 é&tomos de carbono,
benzo, cloro ou fluoro;

R7 € m-fenileno ou p-fenileno ou - (CpHzn)—- no qual n tem
um valor de 0 a 4;

cada um de R® e R? considerado independentemente do outro
¢ hidrogénio ou alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, ou R® e R?
considerados em conjunto s&o tetrametileno, pentametileno,
hexametileno ou —-CHzCH2X1CH;CH;— no qual X! é -0-, -S- ou -NH-;

R0 & hidrogénio, alquilo de até 8 &tomos de carbono ou
fenilo.
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Outros compostos representativos tém a fdérmula:

na qual

um de X e Y é C=0 e o0 outro de X e Y é C=0 ou CHy;

cada um de R!, R?%, R® e R?, independentemente dos outros,
¢ halo, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono, ou alcoxi de 1 a
4 adtomos de carbono ou (ii) um de R!, R?, R3 e R* é nitro ou
amino protegido e os restantes de R!, RZ, R3® e R? sdo hidrogénio;
e

R® é hidrogénio, alquilo de 1 a 8 atomos de carbono,

benzo, cloro ou fluoro.

Outros compostos representativos tém a férmula:

na qual:

um de X e Y é C=0 e o0 outro de X e Y é C=0 ou CHgz;

(i) cada um de R!, R?, R® e R4, independentemente dos
outros, é halo, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono ou alcoxi
de 1 a 4 4dtomos de carbono, ou (ii) um de R!, RZ, R?® e R? &
-NHR® e o0s restantes de R!, R%, R® e R? sdo hidrogénio;

R®> é hidrogénio, alquilo de 1 a 8 &tomos de carbono ou
CO-R’-CH (R1°)NR®R? no qual cada um de R7, R®, R? e RI? & como aqui
definido; e

R® é alquilo de 1 a 8 a&tomos de carbono, benzo, cloro ou

fluoro.



EP 2 203 176/PT
80

Exemplos especificos dos compostos tém a fédrmula:

Yo\
NHCO-~R™-CH(R 1OINRER®

na qual:

um de X e Y é C=0 e o0 outro de X e Y é C=0 ou CHy;

R® é hidrogénio, alguilo de 1 a 8 é&tomos de carbono,
benzilo, cloro ou fluoro;

R7 é m-fenileno, p-fenileno ou - (CnHzn)- no qual n tem um
valor de 0 a 4;

cada um de R® e R® considerado independentemente do outro
é¢ hidrogénio ou alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, ou R® e R?
considerados em conjunto s&o tetrametileno, pentametileno,
hexametileno ou -CHzCH;X!CH;CH;- no qual X! é -0-, -S- ou -NH-;
e

R0 é hidrogénio, alquilo de 1 a 8 &tomos de carbono ou
fenilo.

Os compostos imunomoduladores mais preferidos sao 4-
(amino) —-2- (2, 6-dioxo (3-piperidil))-isoindolina-1,3-diona e 3-—
(4—amino-1-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-il)-piperidina-2, 6-
diona. Os compostos podem ser obtidos através de métodos de
sintese padrado (ver e.g., Patente dos Estados Unidos N.2 5 635
517) . Os compostos estdo disponiveis na Celgene Corporation,
Warren, NJ. A 4—- (amino)-2-(2, 6-dioxo (3-piperidil)) -
isoindolina-1,3-diona tem a estrutura quimica seguinte:

O composto 3-(4-amino-1-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-11) -
piperidina-2, 6-diona tem a estrutura quimica seguinte:
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Noutra concretizacao, compostos imunomoduladores
especificos abrangem formas polimérficas de 3-(4-amino-1-oxo-
1,3-di-hidro-isoindol-2-il)-piperideno-2, 6-diona tais como as
Formas A, B, C, D, E, F, G e H reveladas na Publicacao dos
E.U.A. N.2 US 2005/0096351 Al. Por exemplo, a Forma A de 3-(4-
amino-1-0oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-il)-piperideno-2, 6—-diona
¢ um material cristalino ndo solvatado que pode ser obtido a
partir de sistemas de solvente ndo aquoso. A Forma A tem um
padrdo de difraccdo de raios X de pd compreendendo picos
significativos a aproximadamente 8, 14,5, 16, 17,5, 20,5, 24
e 26 graus 2 , e tem um maximo de temperatura de fusdo de
calorimetria de varrimento diferencial de cerca de 270°C. A
Forma A ¢é fracamente ou nédo higroscépica e parece ser o0
polimorfo anidro mais estdvel termodinamicamente de 3-(4-
amino-l-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-il)-piperideno-2, 6-diona
até agora identificado.

A Forma B de 3-(4-amino-l-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il)-piperideno-2,6-diona ¢é um material cristalino hemi-
hidratado que pode ser obtido a partir de varios sistemas de
solvente, incluindo, mas nado limitados a, hexano, tolueno e
dgua. A Forma B tem um padrdo de difraccdo de raios X de pd
compreendendo picos significativos a aproximadamente 16, 18,
22 e 27 graus 2 , e tem endotérmicas a partir da curva de DSC
de cerca de 146 e 268°C, que s&do desidratacdo e fusao
identificadas por experiéncias de microscopia de placa quente.
Estudos de interconversao mostram que a Forma B se converte na
Forma E em sistemas de solvente aquoso, e se converte noutras
formas em acetona e noutros sistemas anidros.

A Forma C de 3-(4-amino-l-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il) -piperideno-2,6-diona ¢é um material cristalino hemi-
solvatado que pode ser obtido a partir de solventes tais como,
mas nao limitados a, acetona. A Forma C tem um padrao de
difraccédo de raios X de pd compreendendo picos significativos

a aproximadamente 15,5 e 25 graus 2 , e tem um midximo de
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temperatura de fusdo de calorimetria de varrimento diferencial
de cerca de 269°C. A Forma C é nado higroscdpica abaixo de cerca
de 85% de HR, mas pode-se converter na Forma B a humidades
relativas mais elevadas.

A Forma D de 3-(4-amino-1l-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il) -piperideno-2,6-diona é um polimorfo solvatado cristalino
preparado a partir de uma mistura de acetonitrilo e agua. A
Forma D tem um padrdo de difracgdo de raios X de pbd
compreendendo picos significativos a aproximadamente 27 e 28
graus 2 , e tem um maximo de temperatura de fusdo de
calorimetria de varrimento diferencial de cerca de 270°C. A
Forma D é quer fracamente quer ndo higroscépica, mas converter-
se-a tipicamente na Forma B gquando submetida a humidades
relativas mais elevadas.

A Forma E de 3-(4-amino-1-oxo-1,3 di-hidro-isoindol-2-
il) -piperideno-2, 6-diona é um material cristalino di-hidratado
que pode ser obtido agitando em suspensédo 3-(4-amino-1-oxo-
1,3-di-hidro-isoindol-2-1il)-piperideno-2, 6-diona em agua e por
uma evaporacgao lenta de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-di-hidro-
isoindol-2-il) -piperideno-2, 6-diona num sistema de solvente
com uma proporcdo de cerca de 9:1 de acetona:dgua. A Forma E
tem um padrdo de difraccédo de raios X de pd compreendendo picos
significativos a aproximadamente 20, 24,5 e 29 graus 2 , e tem
um maximo de temperatura de fusdo de calorimetria de varrimento
diferencial de cerca de 269°C. A Forma E pode-se converter na
Forma C num sistema de solvente de acetona e na Forma G num
sistema de solvente de THF. Em sistemas de solvente aquoso, a
Forma E parece ser a forma mais estdvel. Experiéncias de
dessolvatacdo realizadas com a Forma E mostram que apds
aquecimento a cerca de 125°C durante cerca de 5 minutos, a
Forma E pode-se converter na Forma B. Por aquecimento a 175°C
durante cerca de cinco minutos, a Forma B pode-se converter na
Forma F.

A Forma F de 3-(4-amino-1-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il)-piperideno-2, 6-diona ¢ um material cristalino nao
solvatado, que pode ser obtido a partir da desidratacdo da
Forma E. A Forma F tem um padrdo de difraccdo de raios X de pbd
compreendendo picos significativos a aproximadamente 19, 19,5
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e 25 graus 2 , e tem um maximo de temperatura de fusdo de
calorimetria de varrimento diferencial de cerca de 269°C.

A Forma G de 3-(4-amino-l1l-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il)-piperideno-2,6-diona ¢ um material cristalino nao
solvatado que pode ser obtida a partir das formas B e E agitadas
em suspensdo num solvente tal como, mas ndo limitado a, tetra-
hidrofurano (THF). A Forma G tem um padrdo de difraccao de
raios X de pod compreendendo  picos significativos a
aproximadamente 21, 23 e 24,5 graus 2 , e tem um maximo de
temperatura de fusdo de calorimetria de varrimento diferencial
de cerca de 267°C.

A Forma H de 3-(4-amino-l1-oxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il) -piperideno-2, 6-diona ¢ um material cristalino parcialmente
hidratado (cerca de 0,25 moles) qgque pode ser obtido por
exposicao da Forma E a 0% de humidade relativa. A Forma H tem
um padrédo de difraccdo de raios X de pd compreendendo picos
significativos a aproximadamente 15, 26 e 31 graus 2 , e tem
um maximo de temperatura de fusdo de calorimetria de varrimento
diferencial de cerca de 269°C.

Outros compostos imunomoduladores especificos utilizédveis
nos métodos aqui proporcionadas incluem, mas nao estao
limitados a, l1-o0x0-2- (2, 6-dioxo-3-fluoropiperidin-3il)
isoindolinas e 1,3-dioxo-2-(2,6-dioxo-3-fluoropiperidina-3-
il)isoindolinas tais como os descritos nas Patentes dos E.U.A.
N.°s 5 874 448 e 5 955 476. Compostos representativos tém a
férmulac:

onde Y é oxigénio ou 2H e

cada um de R!, RZ%, R?* e R%, independentemente dos outros,
é hidrogénio, halo, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono, alcoxi
de 1 a 4 adtomos de carbono ou amino.



EP 2 203 176/PT
84

Outros compostos imunomoduladores especificos utilizéaveis
nos métodos aqui proporcionados incluem, mas nao estéao
limitados a, as 2-(2,6-dioxopiperidin-3-il)-1-oxoisoindolinas
tetra substituidas descritas in Patente dos E.U.A. N.2 5 798
368. Compostos representativos tém a fdérmula:

R1
2 o
C)q N,H

R YT A

me H H O

RE

onde cada um de R!, R%, R?® e R%, independentemente dos outros,

¢ halo, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono ou alcoxi de 1 a 4
dtomos de carbono.

Outros compostos imunomoduladores especificos que podem
ser utilizados nos métodos aqui proporcionadas incluem, mas
nao estao limitados a, l1-oxo0 e 1,3-dioxo—-2-(2, 6—
dioxopiperidin-3-il)isoindolinas reveladas Patente dos E.U.A.
N.2 6 403 613. Compostos representativos tém a fédrmula:

1
R Q

Q
3
G R _H
/N
(4
RZ u

na qual

Y & oxigénio ou 2H,

um primeiro de R! e R?2 ¢é halo, alquilo, alcoxi,
alquilamino, dialquilamino, ciano ou carbamoilo, o segundo de
Rl e R?, independentemente do primeiro, ¢é hidrogénio, halo,
alquilo, alcoxi, alguilamino, dialgquilamino, ciano ou
carbamoilo, e

R®* é hidrogénio, alquilo ou benzilo.



EP 2 203 176/PT
85

Exemplos especificos dos compostos tém a férmula:

onde um primeiro de R! e RZ & halo, alquilo de 1 a 4 adtomos
de carbono, alcoxi de 1 a 4 &4tomos de carbono, dialguilamino
no qual cada alquilo tem de 1 a 4 adtomos de carbono, ciano ou
carbamoilo,

o segundo de R! e R?, independentemente do primeiro, é
hidrogénio, halo, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono, alcoxi
de 1 a 4 4&tomos de carbono, alquilamino no qual o alguilo tem
de 1 a 4 &tomos de carbono, dialquilamino no gqual cada alquilo
tem de 1 a 4 atomos de carbono, ciano ou carbamoilo, e

R®* é hidrogénio, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono ou
benzilo. Exemplos especificos incluem, mas ndo estdo limitados
a, 1l-oxo-2-(2,6-dioxopiperidin-3-il)-4-metilisoindolina.

Outros compostos que podem ser utilizados nos métodos
aquil proporcionadas tém a férmula:

onde um primeiro de R! e RZ & halo, alquilo de 1 a 4 dtomos
de carbono, alcoxi de 1 a 4 4tomos de carbono, dialgquilamino
no qual cada alquilo tem de 1 a 4 atomos de carbono, ciano ou
carbamoilo,

o0 segundo de R! e RZ, independentemente do primeiro, é
hidrogénio, halo, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono, alcoxi
de 1 a 4 adtomos de carbono, alquilamino no qual o algquilo tem
de 1 a 4 &tomos de carbono, dialquilamino no qual cada algquilo
tem de 1 a 4 adtomos de carbono, ciano ou carbamoilo, e

R3® é hidrogénio, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono ou
benzilo.
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Outros compostos imunomoduladores especificos que podem
ser utilizados nos métodos aqui proporcionadas incluem, mas
nao estao limitados a, 1-oxo0 e 1,3-dioxoisoindolinas
substituidas na posicdo 4 ou 5 do anel indolina descritas na
Patente dos E.U.A. N.2 6 380 239 e Publicacdo do Pedido de
Patente dos E.U.A. N.° 2006/0084815. Compostos representativos

tém a férmula:

o 0
il 2
N—C—{CH,)7-C—R!
&3

x! ©O

na qual o &tomo de carbono designado C* constitui um
centro de quiralidade (quando n nédo € zero e R! ndo é o mesmo
que R%); um de X! e X¢ é amino, nitro, alquilo de um a seis
carbonos ou NH-Z, e o outro de X! ou X? é hidrogénio; cada um
de R! e R? independente do outro é hidroxi ou NH-Z; R3 é
hidrogénio, alquilo de um a seis carbonos, halo ou haloalgquilo;
7 é hidrogénio, arilo, algquilo de um a seis carbonos, formilo
ou acilo de um a seis carbonos; e n tem um valor de 0, 1 ou 2;
desde que se X! for amino e n for 1 ou 2, entd&o R! e RZ ndo sao

ambos hidroxi; e o0s seus sais.

Compostos adicionais que podem ser utilizados nos métodos
aqui proporcionados tém a fédrmula:

g

| N—C™(CHyzC—R"
x? RS
x‘!

na qual o dtomo de carbono designado C* constitui um centro de
quiralidade guando n ndo é zero e R! ndo é R?; um de X! e X? &
amino, nitro, algquilo de um a seis carbonos ou NH-Z, e o outro
de X! ou X? é hidrogénio; cada um de R! e R? independente do
outro é hidroxi ou NH-Z; R® é alquilo de um a seis carbonos,
halo ou hidrogénio; 72 €& hidrogénio, arilo ou um alquilo ou
acilo de um a seis carbonos; e n tem um valor de 0, 1 ou 2.
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Exemplos especificos de compostos que podem ser
utilizados nos métodos aqui proporcionadas incluem, mas néao
estao limitados a, acido 2—(4-amino-1-oxo-1, 3-di-hidro-
isoindol-2-il)-4-carbamoil-butirico e &cido 4-(4-amino-1-0x0o-—
1,3-di-hidro-isoindol-2-1il)-4-cabamoil-butirico, que tém as

estruturas seguintes, respectivamente, e seus sais
farmaceuticamente aceitéaveis, solvatos, préo-farmacos e
estereoisdmeros:

NH;

NH, NH, OH

Outros compostos representativos tém a férmula:

o 9

R0
| N~c;:-'-(cﬂz)a-c-ﬁ‘
XZ \ ; R3

x‘i Q

na qual o atomo de carbono designado C* constituil um centro de
quiralidade gquando n ndo é zero e R! ndo é R%;, um de X! e X2 é
amino, nitro, alquilo de um a seis carbonos ou NH-Z, e o outro
de X! ou X? é hidrogénio; cada um de R! e R? independente do
outro é hidroxi ou NH-Z; R?® é alquilo de um a seis carbonos,
halo ou hidrogénio; Z é hidrogénio, arilo ou um alquilo ou
acilo de um a seis carbonos; e n tem um valor de 0, 1 ou 2; e
0s seus sais.

Exemplos especificos incluem, mas nédo estdo limitados a,
dcido 4-carbamoil-4-{4-[ (furan-2-il-metil)-amino]-1,3-dioxo-
1,3-di-hidro-isoindol-2-il}-butirico, &cido 4-carbamoil-2-{4-
[ (furan-2-il-metil)-amino]-1, 3-dioxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-
il}-butirico, acido 2-{4-[ (furan-2-il-metil)-amino]-1, 3-
dioxo-1,3-di-hidro-isoindol-2-il}-4-fenilcarbamoil-butirico e
dcido 2-{4-[ (furan-2-il-metil)-amino]-1,3-dioxo-1,3-di-hidro-
isoindol-2-il}-pentanodidico, que tém as estruturas seguintes,
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respectivamente, e seus sails farmaceuticamente aceitéveis,

solvatos, pré-farmacos e estereoisdmeros:

NH,

OH

0
- 0 NH 0
Q:(ﬁ{}@ ~
oH ' 0H
4 /
Q\,NH 0 0 . Q\/NH ¢ 0

Outros exemplos especificos dos compostos tém a fédrmula:

QH

Q
2
C—R ')
o1 no
| N—C™(CH)7-C—R
X2 R3
x‘l O

onde um de X! e X2 é nitro ou NH-Z, e o outro de X! ou X2
¢ hidrogénio;

cada um de R! e R? independente do outro é hidroxi ou NH-
Z;

R3 é alquilo de um a seis carbonos, halo ou hidrogénio;

Z é hidrogénio, fenilo, um acilo de um a seis carbonos ou
um alguilo de um a seis carbonos; e

n tem um valor de 0, 1 ou 2;

desde que se um de X! e X? for nitro, e n for 1 ou 2,
entdo R! e R? sdo outro que ndo hidroxi; e

se —COR? e —(CHz)nCOR! sdo diferentes, o adtomo de carbono
designado C* constitui um centro de quiralidade. Outros
compostos representativos tém a férmula:

o ©
i i}
—RZ gi}
| N—C—(CHar-C—R'
%2 =3

xt O
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onde um de X! e X? é alquilo de um a seis carbonos;

cada um de R! e R?, independente do outro, é hidroxi ou
NH-Z;

R3 é alquilo de um a seis carbonos, halo ou hidrogénio;

Z é hidrogénio, fenilo, um acilo de um a seis carbonos ou
um alguilo de um a seis carbonos; e

n tem um valor de 0, 1 ou 2; e

se —COR? e —(CHz),COR! forem diferentes, o adtomo de carbono
designado C* constitui um centro de quiralidade.

Ainda outros compostos imunomoduladores especificos
incluem, mas nao estdo limitados a, isoindolina-l-ona e
isoindolina-1, 3-diona substituidas na posicdo 2 com 2, 6-dioxo-
3-hidroxipiperidin-5-ilo descritas na Patente dos E.U.A. N.¢°
6 458 810. Compostos representativos tém a férmula:

R‘l

onde:

os atomos de carbono designados * constituem centros de
quiralidade;

X é& -C(0)- ou —-CHz—;

R! é alquilo de 1 a 8 &tomos de carbono ou -NHR3;

RZ ¢é hidrogénio, alquilo de 1 a 8 &tomos de carbono ou
halogéneo; e

R3 €& hidrogénio,

algquilo de 1 a 8 &tomos de carbono, nao substituido ou
substituido com alcoxi de 1 a 8 &tomos de carbono, halo, amino,
ou alguilamino de 1 a 4 &tomos de carbono,

cicloalquilo de 3 a 18 atomos de carbono,

fenilo, nédo substituido ou substituido com alguilo de 1
a 8 atomos de carbono, alcoxi de 1 a 8 atomos de carbono, halo,
amino ou algquilamino de 1 a 4 &tomos de carbono,

benzilo, n&o substituido ou substituido com algquilo de 1
a 8 dtomos de carbono, alcoxi de 1 a 8 dtomos de carbono, halo,
amino ou alquilamino de 1 a 4 &tomos de carbono, ou —-COR% no
qual



EP 2 203 176/PT
90

R* é hidrogénio,

alquilo de 1 a 8 &tomos de carbono, ndo substituido ou
substituido com alcoxi de 1 a 8 atomos de carbono, halo, amino
ou alquilamino de 1 a 4 &tomos de carbono,

cicloalquilo de 3 a 18 &tomos de carbono,

fenilo, ndo substituido ou substituido com alquilo de 1
a 8 dtomos de carbono, alcoxi de 1 a 8 dtomos de carbono, halo,
amino ou alquilamino de 1 a 4 atomos de carbono, ou

benzilo, ndo substituido ou substituido com alguilo de 1
a 8 dtomos de carbono, alcoxi de 1 a 8 atomos de carbono, halo,
amino ou alquilamino de 1 a 4 adtomos de carbono.

Compostos aqui proporcionados podem ser quer adguiridos
comercialmente quer preparados de acordo com os métodos
descritos nas patentes ou publicacdes de patentes aqui
reveladas. Adicionalmente, compostos opticamente puros podem
ser sintetizados assimetricamente ou resolvidos utilizando
agentes de resolucgdo conhecidos ou colunas quirais bem como
outras técnicas padrédo de quimica orgdnica de sintese.

Varios compostos imunomoduladores contém um ou mais
centros quirais, e podem existir como misturas racémicas de
enantidémeros ou misturas de diasteredémeros. E abrangida a
utilizacao de formas estereomericamente puras destes
compostos, bem como a utilizacao de misturas dessas formas.
Por exemplo, em métodos e composicgdes aqui proporcionadas,
podem-se utilizar misturas compreendendo quantidades iguais ou
ndo iguais dos enantidmeros de um composto imunomodulador
particular. Estes isdmeros podem ser sintetizados
assimetricamente ou resolvidos utilizando técnicas padrd@o tais
como colunas gquirais ou agentes de resolucao quirais. Ver,
e.g., Jacques, J., et al., Enantiomers, Racemates and
Resolutions (Wiley-Interscience, New York, 1981); Wilen, S.
H., et al., Tetrahedron 33:2725 (1977); Eliel, E. L.,
Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw-Hill, NY, 1962);
e Wilen, S. H., Tables of Resolving Agents and Optical
Resolutions p. 268 (E.L. Eliel, Ed., Univ. of Notre Dame Press,
Notre Dame, IN, 1972).

Serd de notar que se existir uma discrepéncia entre uma
estrutura ilustrada e um dado nome dessa estrutura, deve ser

atribuida mais preponderédncia a estrutura ilustrada. Para além



EP 2 203 176/PT
91

disso, se a estereoquimica de uma estrutura ou de uma pPorgao
de uma estrutura ndo estd indicada, por exemplo, por linhas a
cheio ou a tracejado, a estrutura ou porcdo da estrutura deve
ser interpretada como abrangendo todos os estereoisdmeros da
mesma.

5.9. Administracdo de células PINK, perfusato placentdrio

humano ou células assassinas naturais combinadas

As células PINK, células de perfusato placentério
humanas, células assassinas naturais combinadas, populacdes de
células compreendendo estas células, ou suas combinacgdes,
podem ser administrados a um individuo, e.g., um individuo com
células tumorais, e.g., um paciente de cancro, por gualquer
via medicamente aceitdvel conhecida na especialidade, adequada
para a administracéo de células vivas. Em varias
concretizacdes, as células aqui proporcionadas podem ser
implantadas cirurgicamente, injectadas, perfundidas, e.qg.,
através de um cateter ou seringa, ou de outro modo
administradas directamente ou indirectamente ao local
necessitado de reparacdo ou melhoria. Numa concretizacao, as
células sado administradas a um individuo intravenosamente.
Noutra concretizacéao, as células sdo administradas ao
individuo no local de um tumor, e.g., um tumor sdélido. Numa
concretizacdo especifica na qual o individuo tem um tumor em
mais do gque um local, as células sdo administradas a pelo menos
dois, ou a totalidade, dos locais do tumor. Em certas outras
concretizacdes, as células aqui proporcionadas, ou composicdes
compreendendo as células, sao administradas oralmente,

nasalmente, intra-arterialmente, parentericamente,
oftalmicamente, intramuscularmente, subcutaneamente,
intraperitonealmente, intracerebralmente,
intraventricularmente, intracerebroventricularmente,

intratecalmente, intracisternalmente, intraespinalmente e/ou
periespinalmente. Em certas concretizacgdes especificas, as
células sdo entregues através de agulhas e/ou cateteres
intracranianos ou intravertebrais com ou sem dispositivos de
bomba.

As células PINK, células de perfusato placentério
humanas, células assassinas naturais combinadas, ou suas

combinacdes, ou populacdes de células compreendendo estas
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células, podem ser administradas a um individuo numa
composigcao, e.g., uma matriz, hidrogel, armacao, ou outros,
que compreendem as células.

Numa concretizacdo, as células sdo aqui proporcionadas
semeadas sobre uma matriz natural, e.g., um biomaterial
placentario tal como um material de membrana amnidtica. Um tal
material de membrana amnidética pode ser, e.g., membrana
amnidética dissecada directamente a partir de uma placenta de
mamifero; membrana amnidtica fixada ou tratada por calor,
membrana amnidética substancialmente seca (i.e., <20% Hz0),
membrana coridnica, membrana coridnica substancialmente seca,
membrana amnidética e coridnica substancialmente seca, e
outros. Biomateriais placentdrios preferidos sobre os quais
células estaminais placentdrias podem ser semeadas s&o
descritos em Hariri, Publicacao do Pedido de Patente dos E.U.A.
N.2 2004/0048796.

Noutra concretizacéo, as células PINK, células de
perfusato placentdrio humanas, células assassinas naturais
combinadas, ou suas combinacdes, ou populacdes de células
compreendendo estas células, sao suspensas numa solucgdo de
hidrogel adequada para, e.g., injeccdo. Hidrogéis adequados
para estas composicdes incluem péptidos auto-organizados, tais
como RAD16. Numa concretizacdo, uma solucao de hidrogel
compreendendo as células pode ser deixada endurecer, por
exemplo num molde, para formar uma matriz possuindo células ai
dispersas para implantacdo. As células numa tal matriz podem
também ser cultivadas tal que as células s&o mitoticamente
expandidas antes da implantacdo. O hidrogel pode ser, por
exemplo, um polimero orgénico (natural ou sintético) que estéa
reticulado através de ligacgbes covalentes, idnicas ou de
hidrogénio para criar uma estrutura de malha aberta
tridimensional que aprisiona moléculas de &gua para formar um
gel. Materiais para formacao de hidrogel incluem
polissacédridos tais como alginato e seus sais, péptidos,
polifosfazinas e poliacrilatos, que séo reticulados
ionicamente, ou polimeros de bloco tais como copolimeros de
bloco de poli(déxido de etileno)-polipropilenoglicol que sé&o
reticulados por temperatura ou pH, respectivamente. Em algumas
concretizacdes, o) hidrogel ou matriz do invento é
biodegradavel.
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Em algumas concretizagbes do invento, a formulacéo
compreende um gel polimerizavel in situ (ver, e.g., Publicacéao
do Pedido de Patente dos E.U.A. 2002/0022676; Anseth et al.,
J. Control Release, 78(1-3):199-209 (2002); Wang et al.,
Biomaterials, 24(22):3969-80 (2003).

Em algumas concretizacdes, os polimeros s&do pelo menos
parcialmente soluveis em solugdes agquosas, tais como &agua,
solugdes salinas tamponadas ou solucgdes aquosas de alcool, que
tém grupos laterais carregados, ou um gSeu sal idnico
monovalente. Exemplos de polimeros possuindo grupos laterais
acidos que se podem fazer reagir com catides séo
poli(fosfazenos), poli (dcidos acrilicos), poli (dcidos
metacrilicos), copolimeros de acido acrilico e acido
metacrilico, poli(acetato de wvinilo) e polimeros sulfonados,
tais como poliestireno sulfonado. Podem-se também usar
polimeros possuindo grupos laterais 4acidos formados por
reaccgao de acido acrilico ou acido metacrilico e mondmeros ou
polimeros de éter de vinilo. Exemplos de grupos Aacidos séo
grupos de acido carboxilico, grupos de &cido sulfdénico, grupos
de &lcool halogenado (preferivelmente fluorados), grupos OH
fendlicos e grupos OH acidos.

As células estaminais placentédrias do invento ou suas co-
culturas podem ser semeadas sobre uma estrutura ou armacgao
tridimensional e implantadas in vivo. Uma tal estrutura
implantada em combinacdo com qualguer um ou mais de factores
de crescimento, células, farmacos ou outros componentes gue
estimulam a formacdo de tecido ou de outro modo potenciam ou
melhoram a pratica do invento.

Exemplos de armacdes que podem ser utilizadas no presente
invento incluem esteiras nao tecidas, espumas porosas ou
péptidos auto-organizados. As esteiras nédo tecidas podem ser
formadas wutilizando fibras constituidas de um copolimero
sintético absorvivel de acidos glicdlico e 1lactico (e.qg.,
PGA/PLA) (VICRYL, Ethicon, 1Inc., Somerville, N.J.). Como
armacdes, podem-se também utilizar espumas compostas de, e.g.,
copolimero de poli( -caprolactona)/poli (acido glicdlico)
(PCL/PGA), formado por processos tais como congelacdo-secagem,
ou liofilizacado (ver, e.qg., Patente dos E.U.A. N.¢ 6 355 699).
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Células estaminais placentarias do invento podem também
ser semeadas sobre, ou postas em contacto com, um material
ceramico fisiologicamente aceitavel incluindo, mas nao
limitado a, mono-, di-, tri-, alfa-tri-, beta-tri- e tetra-
fosfato de cédlcio, hidroxiapatite, fluoroapatites, sulfatos de
cdlcio, fluoretos de célcio, ¢6xidos de célcio, carbonatos de
calcio, fosfatos de magnésio e céalcio, vidros biologicamente
activos tais como BIOGLASS®, e suas misturas. Materiais
ceramicos biocompativeis actualmente disponiveis
comercialmente incluem SURGIBONE® (CanMedica Corp., Canada),
ENDOBON® (Merck Biomaterial France, France), CEROS® (Mathys,
AG, Bettlach, Suicga), e produtos de enxerto dsseo de colagénio
mineralizado tais como HEALOS™ (DePuy, Inc., Raynham, MA) e
VITOSS®, RHAKOSS™ e CORTOSS® (Orthovita, Malvern, Pa.). A
estrutura pode ser uma mistura, formulacdo ou compdsito de

materiais naturails e/ou sintéticos.

Noutra concretizacdo, células estaminais placentédrias
podem ser semeadas sobre, ou postas em contacto com, um feltro,
que pode ser, e.g., composto de um fio multifilamento composto
de um material Dbiocabsorvivel tal como copolimeros ou
formulacdes de PGA, PLA, PCL ou &cido hialurdnico.

As células estaminais placentdrias do invento podem,
noutra concretizacao, ser semeadas sobre armacgdes de espuma
que podem ser estruturas compdsitas. Estas armacdes de espuma
podem ser moldadas numa forma util, tal como a de uma porcéo
de uma estrutura especifica no corpo a ser reparada,
substituida ou aumentada. Em algumas concretizacdes, a
estrutura € tratada, e.g., com &cido acético 0,1 M seguindo-
se incubagdo em poli-lisina, PBS e/ou colagénio, antes da
inoculacédo das células do invento de modo a melhorar a ligacéo
das células. As superficies externas de uma matriz podem ser
modificadas para melhorar a ligacdo ou crescimento das células
e a diferenciacédo de tecido, tal como revestimento da matriz
a plasma, ou adicéo de uma ou mais proteinas (e.g., colagénios,
fibras elésticas, fibras reticulares), glicoproteinas,
glicosaminoglicanos (e.g., sulfato de heparina, condroitina-
4-sulfato, condroitina-6-sulfato, sulfato de dermatano,

sulfato de qgueratina, etc.), uma matriz celular, e/ou outros
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materiais tais como, mas nao limitados a, gelatina, alginatos,
dgar, agarose e gomas de planta, e outros.

Em algumas concretizacdes, a armacdo compreende, ou é
tratada com, materiais que a tornam ndo trombogénica. Estes
tratamentos e materiais podem também promover e manter o
crescimento endotelial, a migracdo e a deposicao de matriz
extracelular. Exemplos destes materiais e tratamentos incluem
mas nao estdo limitados a materiais naturais tais como
proteinas da membrana basal tais como laminina e colagénio do
Tipo IV, materiais sintéticos tais como EPTFE, e silicones de
poliuretano-ureia segmentados, tais como PURSPAN™ (The Polymer
Technology Group, Inc., Berkeley, Calif.). A armacgcdo pode
também  compreender agentes anti-trombdéticos tais como
heparina; as armacdes podem também ser tratadas para alterar
a carga superficial (e.g., revestimento com plasma) antes da
sementeira com células estaminais placentéarias.

6. EXEMPLOS

6.1. Exemplo 1l: Caracterizacdo de células assassinas naturais

intermédias derivadas de placenta a partir de perfusato
placentdrio e de sangue do corddo umbilical

O presente exemplo demonstra o isolamento e cultura de
células assassinas naturais a partir de perfusato placentéario
humano.

Isolamento de células assassinas naturais placentdarias.
Células assassinas naturais foram isoladas a partir de 8
unidades de perfusato placentdrio humano (HPP) e a partir de
4 unidades de sangue do corddao umbilical (UCB), utilizando
micropérolas conjugadas com CD56. O isolamento de células PINK
foi conduzido por seleccdo de pérolas magnéticas (Miltenyi
Biotec). A placenta pds-parto foi sangrada e perfundida com
cerca de 200 a cerca de 750 mL de solucgao de perfusao (solucao
de injecgdo de NaCl a 0,9% grau USP (N.¢2 de cat. 68200-804,
VWR) . Colheu—-se o perfusato nao processado e processou—se para
remover 0s eritrdécitos. Células mononucleares a partir de HPP
ou UCB foram lavadas uma vez com tampdo de separacdo de células
activadas por fluorescéncia (FACS) (RPMI 1640, sem vermelho de
fenol, mais 5% de FBS), e depois centrifugadas a 1500 rpm
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durante 6 minutos. Contou-se o numero de células, e
ressuspendeu-se o sedimento celular em 80 pL de tampdo por 107
células totais com 20 pL de Micropérolas CD3 (N.¢ de catalogo
130-050-101, Miltenyi). Misturou-se bem o sistema e incubou-
se durante 15 minutos a 4-8°C. Adicionaram-se 1-2 mL de tampao
por 107 células totais, e depois centrifugou-se a mistura a
300xg durante 10 minutos. Removeu-se totalmente o sobrenadante
por pipetagem. Ressuspendeu-se o sedimento celular até 108
células em 500 pL e tampdo e preparou-se para separacgao
magnética. Colocou-se uma coluna LS (Miltenyi Biotec) no campo
magnético de um separador de células MIDIMACS™ (Miltenyi
Biotec), aplicaram-se 3 mL de tampdo para enxaguar a coluna,
e aplicou-se a suspensdo de células/microesferas a coluna.
Células CD3~ nao marcadas, gue passaram através da coluna e
que incluiriam células assassinas naturais, foram colhidas em
conjunto com 2 x 3 mL de tampdo de lavagem. Contaram—-se as
células CD3-, lavaram-se uma vez, depols coraram-se com
micropérolas CD56 (Cat.#: 130-050-401, Miltenyi), e separaram-—
se/isolaram-se wutilizando o mesmo protocolo gue para a
separacdo de micropérolas de CD3 descrita acima. Foi assim
colhida uma populacdo CD56T™CD3~ e que estava pronta para
andlise adicional. O intervalo em percentagem de células
assassinas naturais era 3,52 a 11,6 (mediana 6,04, média 5,22)
em HPP, e 1,06 a 8,44 em UCB (mediana: 3,42, média: 4,2). A
seleccdo de micropérolas CD56 de células assassinas naturais
a partir de HPP produziu uma populagao que era aproximadamente
80% pura. Ver FIG. 1. Entre toda a populacdo de células
assassinas naturais CD56", CD37, o intervalo em percentagem de
células assassinas naturais CD56", CD16~ (isto &, células PINK)
era 56,6 a 87,2 (mediana 74,2, média 65,5) a partir de HPP, e
53,7 a 96,6 (mediana 72,8) a partir de UCB. O intervalo em
percentagem de células assassinas naturais CD56*%, CD16"T era
12,8 a 43,3 (mediana 25,8, média 34,5) a partir de HPP, e 3,4
a 46,3 (mediana 27,3, média 33,4) para UCB.

Noutras experiéncias, células assassinas naturais foram

{

isoladas utilizando um k£if de s¢

Ao negative Lca que
visa antigénios de superficie celular sobre células sanguineas
humanas (CD3, CD4, CDl14, CD19, CD20, CD36, CD66b, CD 123, HLA-
DR, glicoforina A). Unidades criopreservadas de HPP e UCB foram
descongeladas e diluidas 1:1 com meio Thaw (Meio RPMI 1640

(Catdlogo #22400, Gibco) mais soro fetal de bovino inactivado
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por calor (Catdlogo #SH30070.03, Hyclone)) e centrifugadas a
1500 rpm durante 8 minutos. Removeu-se o0 sobrenadante e
aplicou-se tratamento com cloreto de amdénio para esgotar
adicionalmente os eritrdécitos; ressuspendeu-se cada unidade em
aproximadamente 30 mL de tampao FACS arrefecido em gelo (RPMI
1640, sem vermelho de fenol, mais 5% de FBS), e depois
adicionaram-se 60 mL de cloreto de amdénio arrefecido em gelo
(Catalogo #07850, Stem Cell), agitou-se a solucdo num vdortice
e depois incubou-se em gelo durante 5 minutos. Lavaram-se
depois as células mononucleares com tampdo FACS 3 vezes e
depois centrifugou-se a 1500 rpm durante 8 minutos. Contou-se
o numero de células e ressuspendeu-se o sedimento celular com
5 x 107 células vivas/ml em tampdo RoboSep (Catdlogo #20104,
Stem Cell) adicionou-se mais solucdo 0,1 mg/mL de DNAase I
(Catdlogo #07900, Stem Cell) a suspensédo de células, mexeu-se
gentilmente com uma pipeta e incubou-se 15 minutos a
temperatura ambiente antes do isolamento. Removeram—-se O0S
aglomerados da suspensdo de células por filtracdo através de
um coador de nylon de malha 40 um (Catdlogo #352340, BD Falcon)
antes de prosseguir com o isolamento. O isolamento € automdtico
pelo dispositivo RoboSep (Catdlogo #20000, Stem Cell) e com o
programa "Human NK Negative Selection 19055 and high recovery"
(adicdo de cocktail 50 pL/mL, adicgdo de microparticulas 100
pL/mL, incubagbes de 10 e 5 minutos, separagdes de 1 x 2,5
minutos) com Kit de enrigquecimento em células NK humanas
(Catédlogo #19055, Stem Cell) incluindo cocktail de
enriquecimento de células NK humanas de selecgcdo negativa
EasySep e microparticulas magnéticas EasySep. Foi assim
colhida wuma populacdo CD567CD3- e que estava pronta para
andlise adicional.

Expansdo de células assassinas naturais. Em geral, as
células assassinas naturais foram expandidas como se segue. O
Meio Inicial para cultura de células assassinas naturais foi
preparado com base numa modificacdo de um protocolo descrito
em Yssel et al., J. Immunol. Methods 72(1):219-227 (1984) e
Litwin et al., J. Exp. Med. 178 (4):1321-1326 (1993).
Resumidamente, o Meio Inicial inclui IMDM (Invitrogen) com 10%
de FCS (Hyclone), contendo o0s reagentes seguintes com
concentracdo final de 35 upg/mL de transferrina (Sigma-
Aldrich), 5 pg/mL de insulina (Sigma-Aldrich), 2 x 10> M de
etanolamina (Sigma-Aldrich), 1 upg/mL de &cido oleico (Sigma-
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Aldrich), 1 pg/mL de &cido linoleico (Sigma-Aldrich), 0,2 ug/mL
de &cido palmitico (Sigma-Aldrich), 2,5 pg/mL de BSA (Sigma-
Aldrich) e 0,1 pg/mL de fito-hemaglutinina (PHA-P, Sigma-—
Aldrich) . Ressuspenderam-se as células NK CD56'CD3~ com 2,5 X
10° células vivas/mL de Meio Inicial mais 200 IU/mL de IL-2
(R&D Systems) em placa de 24 pogos tratada para cultura de
células ou num baldo T. PBMC alogénicos tratados com Mitomicina
C e células K562 (linha de células de leucemia mieldgena
crdénica) foram ambas adicionadas ao Meio Inicial como células
alimentadoras, para uma concentracdo final de 1 x 10° per mL.
Cultivaram-se as células NK durante 5-6 dias a 37°C em 5% de
COz;. Apds 5-6 dias e depois a cada 3-4 dias adicionou-se a
cultura um volume igual de Meio de Manutengdo (IMDM com 10% de
FCS, 2% de soro AB humano, antibidéticos, L-glutamina e 400
unidades de IL-2 por mL). Colheram-se as células NK ao dia 21.

Caracterizacdo de células assassinas naturais intermédias
derivadas de placenta. Descongelaram-se HPP e CB
correspondentes de um dador, e lavaram-se as células com tampao
FACS (RPMI-1640 com 5% de FBS). As células assassinas naturais
foram depois enriquecidas com micropérolas de CD56 utilizando
o) sistema de separacao magnética ROBOSEP® (StemCell
Technologies) conforme ensinado pelo fabricante. A populacéo
de células assassinas naturais enriquecidas em CD56 foi corada
com os anticorpos seguintes (BD Bioscience se nao indicado de
outro modo) para caracterizacdo imunofenotipica: anti-CD56
conjugado a PE-Cy-7, anti-CD3 APC Cy7, anti-CDl6 FITC, anti-
NKG2D APC, anti-NKp46 APC, anti-CD94 PE (R&D), anti-NKB1 PE,
e anti-KIR-NKATZ2 PE. CD94, NKG2D e NKp46 sao marcadores
ausentes, ou exibindo expressdo reduzida, em progenitores de
célula NK mas presentes em células NK totalmente diferenciadas.
Ver Freud et al., "Evidence for Discrete States of Human
Natural Killer Cell Differentiation In Vivo," J. Exp. Med.
203(4):1033-1043 (2006); Fagle & Trowsdale, "Promiscuity and
the Single Receptor: NKG2D," Nature Reviews Immunology
Publicado online em 3 de Agosto de 2007; Walzer et al.,
"Natural Killer Cells: From CD3-NKp4db6+ to Post-Genomics Meta-
Analyses," Curr. Opinion Immunol. 19:365-372 (2007). como se
mostra na Tabela 1, a expressdo de KIR3DL1l, KIR2DL2/L3, NKG2D,
NKpd46 e CD94 nao foil significativamente diferente entre uma
populacdo de células CD56" enriquecida a partir de HPP e uma
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populacdo de células CD56" correspondente-HLA a partir de
sangue do corddo umbilical (CB).

Tabela 1. Percentagem de células NK portadoras de certas
combinacbes de marcador. Média de 3 amostras.

...........................................................................................................................

CD3-CDb56+CD16+

CD3-CD56+KIR3DL1+

CD3-CD56+KIR2DL2/L3+

............................................................................................................................

CD3-CD56+CD94+

6.2. Exemplo 2: Caracterizacdo de células assassinas naturais

intermédias derivadas de placenta a partir de perfusato

placentdrio combinado e de sangue do corddo umbilical

Misturaram-se células mononucleadas de sangue do cordao
umbilical e perfusato placentdrio (combo) e lavou-se com tampdo
FACS (RPMI-1640 com 5% de FBS) uma vez e caracterizaram-se
imunofenotipicamente utilizando os anticorpos listados na
Tabela 2 numa BD FACSCanto (BD Biosciences). Os dados foram
analisados pelo software FlowJo (Tree Star).

Tabela 2: Lista de anticorpos utilizados na caracterizacao

imunofenotipica.

FITC anti-hu CD3 Miltenyi

APC-Cy7 anti-hu CD3 BD Bioscience 557832
FITC anti-hu CD16 BD Bioscience 555406
PE-Cy5 anti-hu CD16 BD Bioscience 555408

PE anti-hu CD56 BD Bioscience 555516
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Item Fornecedor N.2 de Cat.§
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ EEWQSEIiﬁEWEBEEWMM“ IR 130_09df§EE§
PE-CY5 anti-hu CD56 BD Bioscience 555517 ‘
| EE:E;§ ..... ;HEIiHJNEBEé .............................. gﬁ”g{ggg{g;ggmm““§5§§ﬁ§“

.................................. N e .Wwwwmﬁggwwmwwwmgigiiagégwm

PE anti-hu KIR-NKAT2 (2DL2/L3) lBD Bioscience. 556071

PE anti-hu NKBI1 (3DL1) BD Bioscience 555967
“mmmmmmmggé ..... gﬁﬁifﬂﬁmﬁiéiﬁ .................................. éﬁmgigggigﬁgé ............... 5%§6¥i ..............
................................ XEEW;ﬁEiiﬁﬁ“ﬁ%ﬁiémwmwmwmwmwgﬁmglggéiéﬁEéﬁwwmééébéimwmd

PE anti-hu CD226 BD Bioscience 559789

PE anti-hu NKp44 BD Bioscience 558563
.................................. EEmgﬁ{IZEGWNREgémmmmmmmmmmggmggg;ggégggmmmmggég6gmmmm
..................................... Eﬁmggéljgamgggmmmmmmmwmnggmgigggigggémmmmggagfgmmm
............ iggE155wEE%EmEgéiwagmEQEigﬁgmWmMggwgiggéigggémwwmgzaaggmwmw

Isétipo FITC IgG2b de ratinho BD Bioscience 556577
" Isétipo PE 1gGl de ratinho | BD Bioscience | 340761
s ié%{lggmﬁﬁ ..... fgéﬁgmag“£;£lﬁﬁg ............... gﬁ”g{ggg{gﬁggmm““§5§§i§mmw
N ISOtlpo ..... PerCP ..... IgGl ..... de ..... r atlnho ............ B D ..... BlOSClence ............... 340762

Isétipo PE-Cy5 IgG2b dekzgzznho .BD Bioscience. 555744

Isétipo APC IgGl de ratinho BD Bioscience 340754
mmmgggglgg ..... AEE“EQEEQWQQ ..... ;5{1}£5 .............. égmgigggigggé ............... gggg;% ..............
Is6tipo APC-Cy7 IgGl de ratinho | BD Bioscience | 348802

Isétipo PE-Cy7 IgGl de ratinho BD Bioscience 348798

Caracterizacdo imunofenotipica de células NK placentdrias
e células NK de sangue periférico (PB). As células NK podem
ser divididas em dois grupos principais: células NK CD56'CD16",
e células CDbL6'CD16 . As células NK CD56'CDl6t tém gréanulos
citoliticos abundantes e expressao elevada de CD16, e sdo por
isso capazes de induzir citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpo (ADCC). As células NK CD56'CD16-, pelo
contrario, possuem muito poucos granulos citoliticos,
expressao baixa ou nenhuma expressao de CD16, mas sao capazes
de produzir citoquinas e gquimiogquinas apds activacdo. Células
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NK individuais exibem um repertdério de receptores activantes
e inibidores, incluindo os receptores do tipo imunoglobulina
assassina (KIRs, e.g., KIR3DLl1 e KIR2DL2/3), receptores
citotoxicidade natural NCRs (e.g., NKp30, NKp44 e NKp4do),
receptores do tipo lecitina de células assassinas (KLRs; e.g.,
CD94, NKG2D), 2B4 e CD226.

Realizou-se a anadlise FACS em células NK placentarias e
células NK de sangue periférico utilizando mAbs conjugados com
fluorescéncia contra receptores de NK especificos. Entre os 11
subconjuntos NK caracterizados, o0s numeros de células em sete
dos 11 subconjuntos NK (CD3°CD56*CD167, CD3CD56*CD16",
CD3"CD56*KIR2DL2/ 3%, CD3 CD56 T1Kp46*, CD3-CD56*NKp30+,
CD3 CD56"2B4+ e CD3 CD56*7CD94t) mostraram diferenca
significativa (p <0,05) entre células NK placentdrias e células
NK de sangue periférico (responsédveis por 64% da diferenca)
(Tabela 3A; ver também Tabelas 3B e 3C).

Tabela 3A. Caracterizacdo fenotipica de células NK CD3CD56*
em 16 unidades de sangue do cordao umbilical e perfusato
placentdrio humano combinadas (combo) correspondentes de um
dador e 13 unidades de sangue periférico (PB). Utiliza-se o
teste t de duas amostras para determinar se as médias da
populacdo sé&o iguais em unidades placentdrias e de sangue
periférico.

Marcadores de superficie

B A A A A A A A A AL A LA LA AR LA A A LA LA A LA LA AR AR LA A AR R AR AR R AR A A A

CD3-CD56+

CD3-CD56+CD16-

CD3-CD56+CD1l6+

T T T T T T T Y T T TR

CD3-CD56+KIR2DL2/L3

CD3-CD56+NKG2D

CD3-CD66+NKp46

A R

CD3-CD56+NKp44
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Combo (16 PB (13
unidades) unidades)
Marcadores de superficie § Média % Média % éValor p !
CD3-CDb56+NKp30 é 39,1 19,0 é 0,006
;mmmmmmmmaggtgﬁgglégi ............................................... i{fi .................................. irgmmmmm ........ 6763§ ........
A éBEléﬁgéiéﬁglwwwwwwf ................ %Iré ............................... égjawwmwgwaraaaw@

As Tabelas 3B e 3C mostram a caracterizacédo fenotipica de
células NK CD3°CD56"CDl6~ e CD3°CD56'CD16" em 16 unidades de
sangue do corddo umbilical e perfusato placentdrio humano
combinadas (combo) correspondentes de um dador e 13 unidades
de sangue periférico (PB) numa experiéncia separada.

Tabela 3B.
- combo | PB.
.............. M;;EQQQEQQW&QNEHEQQEZéléwwmfwﬁéél;méwm“MééI;“%WMWGQESENEW”

CD3-CD56+CD16~ 62,3 14,1 0,000
CD3-CD56+CD16-KIR3DL1 é 7,8 5 1,5 é 0,004
T CD3-CD56+CD16-NKG2D S 43,5 42,7 0,941
.............. 655:65gglé51éjﬁfﬁéﬁiz7iémmmmmmmIg:gmmm®mmm§:£mmm¢mm67666mmm
........................ 6551655%165{EfﬁﬁgﬁEWWWwwfwW“éf§wwwgwWEETE“W€WWHfBBIWW’
CD3-CD56+CD16-CD9%4 é 69,8 ‘ 48,5 é 0,057
CD3-CD56+CD16-CD226 é 7,6 4,9 é 0,068
........................ 65éiEB%%;E53%tﬁkgzémmmmmm§mmm§jgmmm"mmmgjgmmmgmmaraggmmm
CD3-CD56+CD16-NKp30 é 46,7 22,0 é 0,000
CD3-CD56+CD16-2B4 é 3,7 0,5 é 0,078

Tabela 3C.

..................................................................................................................... éWWEg&ggwwwwwwggwwwwwwwwwwmww
Marcadores de superficie Média % Média % Valor P

. CD3-CD56+CD16+ 37,7 85,9 | 1 0,000

mmmmmEBS:EBgglaaiglgfﬁggiammmmm ............ éETgmmn .............. éjémmm. .......... 6:63@ ...........

.........................................................................................................................................................................................................................................

CD3-CD56+CD16+NKG2D . 42,1 | 28,5 | 0,066
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Combo PB
\ Marcadores de superficie ; Média % Média % ; Valor P
CD3-CD56+CD16+KIR2DL2/L3 | 34,5 12,1 . 0,000

CD3-CD56+CD16+CD94 . 72,9 1 23,8 | 0,000
CD3-CD56+CD16+CD226 . 35,5 | 32,6 | 0,347
CD3-CD56+CD16+NKp44 ‘ ‘ ‘
CD3-CD56+CD16+NKp30

e

60, 9% das células NK placentarias sao CD567CD16- (células
assassinas naturais intermédias derivadas de placenta (PINK))
enquanto apenas 21,4% das células NK de sangue periférico séo
CD56%CD16-. Apds cultura durante 21 dias, a percentagem de
quatro em 11 subconjuntos de NK (CD3CD56*KIR2DL2/3*, CD3~
CD56™NKp4d6t, CD3"CD56'NKp44+ e CD3 CD56*NKp30™*) mostrou
diferenca significativa (p <0, 05) entre células NK
placentdrias e de sangue periférico (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacdo fenotipica de células NK cultivadas
até ao dia 21 obtidas a partir de 12 unidades de sangue do
cordédo umbilical e perfusato placentdrio humano combinadas
(combo) correspondentes de um dador e 9 unidades de sangue
periférico (PB). Utilizou-se o teste t de duas amostras para
determinar se as médias da populacdo sdo iguais em unidades
combo e de sangue periférico.

Combo (16 PB (13
unidades) unidades)
....... Mg}EQ&S}égmaémgﬁgé}}EE{émmhmmMéalgm%mmmmmﬁéalgm%m“f§éig}mﬁf
Wmwmwmwmwmggg:EBEglmwmwmwwmwgwmwmwétEmwmWNWNWNWETZNWNW€NNBT%E§NW
CD3-CD56+CD16- é 60,9 21,4 é 0,000
CD3-CD56+CD16+ é 39,1 78,6 é 0,000
CD3-CD56+KIR3DL1 é 12,3 7,1 é 0,099
................ &BE:éﬁgg;%EﬁésiéyigmmMmgmmmm5IT§mwmmmmmmmgtgmmmm€m6766£mm
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Combo (16 PB (13
unidades) unidades)
Marcadores de superficie § Média % Média %
CD3-CD56+NKG2D é 42,1 29,9
.......................... éBétgggglﬁkgggmmmmmmmmmmm;:ammmmmmmmiéjgmmn
.......................... éBE:éggg;e5éagmwmwmwmgmwmwiéjamwmwuwmwméétgmwm
CD3-CDb6+NKp44 é 9,5 | 4,9
CD3-CD56+NKp30 g 39,1 19,0
.............................. 65E:EBE%;Eggwmmmmwmmwmmmmiirimmmmmmmmmzjgmmm
“W“WWWW55§35556155§2 ............................ g ................ %{Té ................................. ééfé ...........

Adicionalmente, numa experiéncia separada, apds cultura
durante 21 dias, determinou-se que as células NK placentédrias
e de sangue periférico demonstraram perfis de citoquina unicos,
particularmente para IL-8, conforme determinado pelo ensaio
Luminex (Tabela 5).

Tabela 5
. citoquina |  PB (pg/mL) | Combo (pp/mL)
........................ fiiigmmmmmWmmmmmmmmm{:gémmmmmmmmwmmmmmmmmmmirggmmmmmmmmmmm
S iE:émwmwmmw@mwmmwmwmgrgiwmwmwmwmﬁ .................................... 3gr§;mwmwmwmwqu
IL-10 1,26 2,23
TNF 0,28 0,34
@mmmmmmﬁEEZimmmmmmm ............................ I6725mmmmmmmwmmmmmmmmmmigjéammmmmmmmm@

Determinacdo do perfil de microARN de células NK
placentdarias e células NK de sangue periférico. Células NK
isoladas ou expandidas foram submetidas a preparacao de
microARN (miARN) wutilizando um kit de isolamento de miARN
MIRVANA™ (Ambion, Cat# 1560). Quebraram-se as células NK (0,5
a l,5 x 10f células) num tampdo de lise desnaturante. A seguir,
submeteram-se as amostras a extraccédo de Acido-fenol +
cloroférmio para isolar ARN altamente enriquecido em relacao
a espécies de ARN pequeno. Adicionou-se etanol a 100% para
ajustar as amostras a etanol a 25%. Quando se fez passar esta
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mistura de lisado/etanol através de um filtro de fibra de
ARNs
espécies de ARN pequeno no filtrado. A concentracdo de etanol

vidro, imobilizaram-se os grandes, e colheram-se as

do filtrado foi entdo aumentada para 55%, e fez-se passar a
mistura através de um segundo filtro de fibra de vidro onde os
ARNs pequenos ficaram imobilizados. Lavou-se este ARN algumas

vezes, e eluiu-se numa solucdo de forca idénica baixa.

Determinou-se a concentracdo e pureza do ARN pequeno recuperado
por medicdo da sua absorvancia a 260 e 280 nm.

Na Tabela 6 mostram-se os miARNs que se constatou serem
inicos para células PINK. Constatou-se gque um miARN, designado
hsa-miR-199b, era unico para células NK de sangue periférico.
Tabela 6. Determinacdo do perfil de miARN para células PINK e
células NK de PB via gRT-PCR.

.....................................................................................................................................................................................................................................

ID de miARN N.¢ de Acesso Sequéncia
Sanger
ST ﬁéglﬁ§§3385 ........................ M}Mg%ﬁ&&da§é ................. ég;gé&ﬂ;g&ﬂgé&gééﬁﬂgﬁ&u
hsa-miR-127 MIMATO0000446 ucggauccgucugagcuuggcu
hsa-miR-211 MIMAT0000268 uucccuuugucauccuucgccu
[ ﬁggfﬁlﬁf§aigm“ NWNMEMAEBBEB%E;NWN .... HQ;&H&EHQEQ;QQQEHEQ&H&QW
h;;:%iR—326 MIMATOOHG%E% ccucugggcccuuégagégg llllllllll
hsa-miR-337 MIMAT0000754 g uccagcuccuauaugaugccuuu§
hsa-miR-497 MIMAT0002820 ‘ cagcagcacacugugguuugu
- ﬁéglﬁﬁﬁl§E§1§§ .............. MfﬁgEﬁﬁaééﬁé ..... aggﬂgéﬁgﬂééﬁggéﬂggggﬁé'
- H;Qﬁﬁiﬁfgiéfgg .............. MEM&EBBEEéEé .......... éﬁﬁéHE&QQQQQQ;QQE;&&QQBH"
5WWNHQQ:£I£:355£ ................... MEMXEB66555?“W@“Hgéﬁgg;ﬁgg;ﬁﬂﬁ;g;gﬁgﬂﬁwﬁ
““““““““ hsa-miR-517c | MIMAT0002866 | aucgugcauccuuuuagagugu
hsa-miR-518a MIMAT0002863 aaagcgcuucccuuugcugga
............. ﬂgglﬁlﬁiéié;m“"““MEMXEBEE55EINMMWN;g;&gggﬂﬁg;gﬁﬁg;ggéﬂgm“
T ﬂg;f§£§35{§a ................. MEM&EH66£§§§ ................ éggggﬁgééﬂéééﬁﬁﬁggggﬁg"
hsa-miR-520g MIMAT0002858 éacaaagugcuucccuuuagagugué
hsa-miR-520h | ggﬁAT0002867 | acaaagugcuucccuuuagagu |
N— Hggfﬁlﬁfééimmm nmmMEMAEHaagégé ...................... égéégggéﬁgaégggééggmmﬁ
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. N.2 de Acesso | ..
ID de miARN : Sequéncia
Sanger :
hsa-miR-566 MIMAT0003230 g gggcgccugugaucccaac
hsa-miR-618 MIMAT0003287 g aaacucuacuuguccuucugagu§
hsa-miR-99a MIMATO000097 i aacccguagauccgaucuugug

Caracterizacdo imunofenotipica de células NK placentdrias
cultivadas e de células NK ndo cultivadas. Avaliaram-se as
propriedades globais de células PINK cultivadas por estudos
imunofenotipicos extensivos e ensaios de citotoxicidade. Para
determinar o fendtipo de células NK expandidas, analisou-se a
expressao de receptores NK (NKRs) tais como KIRs, NKG2D, NKp46,
NKp44 e 2B4. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados por
marcacdo de células tumorais (células K562) com PKH26 e depois
co-cultura com células PINK durante 4 horas. Desde o dia 0 até
ao dia 21 a expressao de NKG2D foi aumentada de 60,9% + 4,8%

+

para 86% + 17,4% (valor p de 0,024); a de NKp4d46 foi aumentada
de 10,5% = 5,4% para 82,8% + 9,0% (valor p de 0,00002); a de
NKp44 foi aumentada de 9,6% * 6,5% para 51,6% *+ 27,5% (valor
p de 0,022); e a de 2B4 foi diminuida de 13,0% + 7,1% para
0,65% + 0,5% (valor p de 0,009%) (Tabela 7). Sob estas
condigdbes de cultura, os KIRs inibidores incluindo KIR3DL1
(receptor tipo 1munoglobulina de célula assassina, trés
dominios, cauda citoplédsmica longa 1, um receptor inibidor) e
KIR2DL2/L3 (receptor tipo imunoglobulina de célula assassina,
dois dominios, cauda citoplédsmica longa 2 e cauda citoplésmica
longa 3; receptores 1inibidores) permaneceram nado afectados
durante a expansdo de 21 dias. As alteracgdes na expressao de
NKRs foram ainda correlacionadas com um aumento acentuado na
actividade citolitica ao dia 21 versus ao dia 14 contra células
K562 (63% *+ 15% versus 45% + 4%, valor p de 0,0004). Estas
constatagdes conduziram a identificac&o dos marcadores
putativos de <células NK que se correlacionam bem com a
actividade de citotoxicidade de célula NK.

Tabela 7. Caracterizacédo fenotipica de células PINK antes e
apds cultura de 21 dias. O desvio padrao (Stdev) foi calculado
para médias da populacdo para 5 dadores.
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CD3-CD56+CD16+ . 37,4

CD3-CD56+KIR3DLL+ 22,7

CD3-CD56+KIR2DL2/L3+ | 28,4

........................................................................................................................................

CD3-CD56+NKp4 6+ g 10,5

CD3-CD56+CD226+ . 19,5

CD3-CD56+NKp44+ . 9,6
’ CD3-CD56+NKp30+ 58,9

CD3-CD56+2B4+

........................................................................................................................................

CD3-CD56+CD94+ 79,7

Determinag¢do do perfil da membrana protedmica de células
NK placentdrias cultivadas e de células NK de sangue periférico
cultivadas através de tecnologia de imobilizacdo de proteina
baseada em lipido e LC/MS de armadilha de ides linear.
Purificagdo de proteina de membrana: Células assassinas

naturais placentdrias a partir de células de perfusato
placentario e de sangue de corddo umbilical combinadas, e
células NK de PB, cultivadas durante 21 dias, foram incubadas
durante 15 min com uma solugcdo de cocktail de inibidor de
protease (P8340, Sigma Aldrich, St. Louis, MO; contém fluoreto
de 4-(2-aminoetil)benzenossulfonilo (AEBSF), pepstatina A, E-
64, bestatina, leupeptina e aprotinina, sem queladores de
metal) antes da lise celular. As células foram depois lisadas
pela adicdo de uma solucdo de HC1 10 mM, sem detergentes, e
centrifugadas durante 10 min a 400xg para sedimentar e remover
0os nucleos. Transferiu-se o sobrenadante pds-nuclear para um
tubo de ultracentrifugacao e centrifugou-se numa
ultracentrifugadora WX80 com rotor T-1270 rotor (Thermo Fisher
Scientific, Asheville, NC) a 100000xg durante 150 minutos

gerando um sedimento de proteina de membrana.
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Geracao, imobilizacdoc e digestdo de proteolipossomas: O

sedimento de proteina de membrana foi lavado varias vezes
utilizando tampdo NANOXIS® (Tris 10 mM, NaCl 300 mM, pH 8).
Suspendeu-se o sedimento de proteina de membrana em 1,5 mL de
tampao NANOXIS® e depois tratou-se com uma ponta de ultra-sons
utilizando um processador ultra-sénico VIBRA-CELL™ VC505
(Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT) durante 20 minutos em
gelo. O tamanho dos proteolipossomas foi determinado por
coloracdo com pigmento FM1-43 (Invitrogen, Carlsbad, CA) e
visualizacdo com microscopia de fluorescéncia. A concentracéo
de proteina da suspensdo de proteolipossomas foi determinada
por um ensaio BCA (Thermo Scientific). Injectaram-se depois os
proteolipossomas num LPI™ Flow Cell (Nanoxis AB, Gotemburgo,
Suécia) utilizando uma ponta de pipeta padrédo e deixaram-se
imobilizar durante 1 hora. Apds imobilizacgdo, realizou-se uma
série de passos de lavagem e injectou-se tripsina a 5 upg/mL
(Princeton Separations, Adelphi, NJ) directamente no LPI™ Flow
Cell. Incubou-se o chip de um dia para o outro a 37°C. Os
péptidos tripsinizados foram depois eluidos a partir do chip
e depois dessalinizou-se utilizando um cartucho Sep-Pak
(Waters Corporation, Milford, MA).

Fraccionamento por permuta catidnica forte (SCX, Strong

Cation-Exchange) : Reconstituiram-se os péptidos tripsinizados

numa solucdo de &cido férmico a 0,1%/adgua e carregou—-se numa
coluna de permuta catidénica forte (SCX) TOP-TIP™ (PolyLC,
Columbia, MD), uma ponta de pipeta empacotada com material de
enchimento de SCX polysufoETHYL aspartamide 30 pm. Eluiram-se
0s péptidos a partir da SCX TOP-TIP™ utilizando um gradiente
em degraus de tampdo de formato de aménio, pH 2,8 (10 mM-500
mM) . Cada fraccéo de SCX foi seca utilizando um sistema speed-
vac e reconstituida com acetonitrilo a 5%, &cido fdérmico a
0,1% na preparacdo para a andlise LC/MS a jusante.

Andlise LC/MS/MS de armadilha de ides linear LTQ: Cada
fraccdo SCX foi separada numa coluna C1l8 MAGIC 3 um 200 A 0,2
mm x 150 mm y (Michrom Bioresources, Inc., Auburn, CA)

interligada directamente a uma fonte de ionizacgdo de
electrospray de nanocapilar assistida por vacuo de
dessolvatacdao axial (ADVANCE) (Michrom Bioresources, Inc.)
utilizando um gradiente de 180 min (Tampdo A: A&gua, acido
férmico a 0,1%; Tampdo B: acetonitrilo, acido férmico a 0,1%).
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A fonte ADVANCE consegue uma sensibilidade que é comparavel a
da nanoESI tradicional operando a um caudal consideravelmente
mais elevado de 3 pL/min. Os péptidos eluidos num espectrdmetro
de massa de armadilha de 1ides 1linear LTQ (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA) que utilizou dez varrimentos de MS/MS
dependentes de dados apds cada espectro de massa de varrimento
completo.

Bioinformdtica: Seis ficheiros RAW correspondentes as 6

fracgdes salinas que foram colhidas para cada linha de células
tumorais (AML, CML) foram pesgquisados como uma pesquisa Unica
contra a IPI Human Database utilizando uma implementacado do
algoritmo SEQUEST numa estagdo de trabalho SORCERER™ SQOLO™
(Sage—-N Research, San Jose, CA). Especificou-se uma toleréncia
de massa de péptido de 1,2 amu, especificou-se a oxidacgdo de
metionina como uma modificacdo diferencial e especificou-se a
carbamidometilagdo como uma modificagdo estatica. Utilizou-se
uma 1implementacdo do software Scaffold da Trans-Proteomic
Pipeline (TPP) para classificar e analisar os dados da membrana
protedmica. As proteinas foram consideradas para andlise se
fossem identificadas com uma probabilidade de péptido de 95%,
probabilidade de proteina de 95% e 1 péptido Unico. Efectuaram-—
se comparagdes entre conjuntos de dados da membrana protedmica
utilizando scripts Perl adaptados que foram desenvolvidos
internamente.

A analise revelou a identificacdo de 8 proteinas de
membrana a partir de células NK placentdrias cultivadas que
eram uUnicas no que gse refere as proteinas de membrana
identificadas a partir de células NK de sangue periférico. Ver
Tabela 8. Adicionalmente, identificaram-se 8 proteinas de
membrana a partir de células NK de sangue periférico que eram
Unicas no que se refere as células NK placentédrias. Ver Tabela
3. Constatou—-se que apenas 10 proteinas de membrana
identificadas eram partilhadas entre as células NK
placentdrias cultivadas e as células NK de sangue periférico.
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Tabela 8.
PROTEINAS ESPECIFICAS PARA | PROTEINAS ESPECIFICAS PARA
CELULAS NK PLACENTARIAS CELULAS NK DE PB
! Precursor de receptor 4 de
Aminopeptidase N § factor de crescimento
t fibroblastico
Proteina 1 semelhante a
Apolipoproteina E t nucledético 4 associado a

imunidade

EProteina de interaccdo 1 de
’ atrofina-1

Inexina inx-3 i Precursor de integrina beta-2

‘Precursor de integrina alfa- | , ,
: i Precursor de integrina beta-4

A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR A AR R AR A AR R AR aamatatAsArRAtRAn At

Precursor de transglicosilase

:Precursor de integrina beta—-i . . )
: litica D de mureina ligado a

5
membrana
Precursor de glicoproteina | Proteina 8 relacionada com
GP49B de superficie de ! proteina de ligacédo de
mastécitos : oxiesterol
Receptor 1 de rianodina Precursor de perforina 1

6.3. Exemplo 3: Citotoxicidade de células assassinas naturais

em relacdo a células tumorais

Este exemplo demonstra que células assassinas naturais
intermédias placentarias sdo citotdxicas em relagdo a células
tumorais. Células PINK a partir de HPP s&o citotdxicas para
células de 1leucemia mieldgena aguda, como demonstrado num
ensaio de citotoxicidade e por andlise Luminex da secrecédo de
citoquina de célula NK.

No ensaio de secrecdo de citoguina, células NK a partir
de HPP enriquecidas por micropérolas de CD56 foram misturadas
com células de leucemia mieldgena aguda KG-la numa pProporcao
1:1. Apds incubacgdo durante 24 horas, colheu-se o sobrenadante
e submeteu-se a analise Luminex da secrecao de IFN- e GM-CSF.
Observaram-se niveis acrescidos de IFN- e GM-CSF apds 24 h de
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incubacdo de células de HPP enriquecidas em CD56 com células
KG-1la como se mostra na FIG. 2.

Citotoxicidade de células PINK

Num ensaio de citotoxicidade utilizando células PINK,
células tumorais alvo foram marcadas com éster de sucinimidilo
de carboxifluoresceina (CFSE). O CFSE €& um corante vital que
é ndo tdéxico para as células, e é repartido entre as células
filhas durante a divisdo celular. Colocaram-se depoils as
células em placas de cultura de tecido de 96 pocos de fundo em
U e incubaram-se com células PINK CD567CD16~ isoladas de fresco
com proporcgdes efector-alvo (E:T, effector-target) de 20:1,
10:1, 5:1 e 1:1 em RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS. Apds
um tempo de incubacd&o de 4 horas, colheram-se as células e
examinaram-se por citometria de fluxo quanto a presenca de
CFSE. Como referéncia utilizou-se o numero de células alvo
recuperadas a partir da cultura sem células NK. A
citotoxicidade € definida como: (1-CFSEamostra/CFSEcontrolo) *100%.
Observou-se uma citotoxicidade significativa para as células
de tumor com a proporcado 20:1. Ver FIG. 3.

Susceptibilidade de células tumorais a células PINK
cultivadas. FEnsaio de 1libertacdo de lactato-desidrogenase
(LDH). O ensaio de libertacdo de LDH foi realizado utilizando
o kit de ensaio de citotoxicidade colorimétrico CYTOTOX 96®
(Promega, Cat# G1780). Neste ensaio, células NK cultivadas,
compreendendo uma combinacdoc de células CD56'CD16~ e células
CD567CD16" obtidas a partir de HPP/UCB correspondentes, eram
as células efectoras e as células tumorais eram as células
alvo. Colocaram-se as células efectoras e as células alvo em
placas de cultura de tecido de 96 pocos de fundo em U e
incubaram-se para varias proporcdes de efector-alvo (E:T) em
100 pl de RPMI 1640 sem vermelho de fenol (Invitrogen, Cat#
11835-030) suplementadas com soro AB humano a 2% (Gemini, Cat#
100-512) . Incubaram-se as culturas durante 4 h a 37°C em 5% de
COz. Apds incubacgdo, transferiram-se 50 pl de sobrenadante para
a placa de ensaio enzimdtico, detectou-se a actividade de LDH
como proporcionado pelo fabricante e mediu-se a absorcdo a 490
nm num leitor ELISA (Synergy HT, Biotek). O grau de
citotoxicidade foi calculado de acordo com a equacao seguinte:
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Citotoxicidade em % = (Amostra - Efector Espontédnea - Alvo
Esponténea)/ (Alvo Maxima - Alvo Esponténea) *100.

Certos tipos de tumor podem ser mais responsivos a células
NK do que outros. Para analisar a susceptibilidade de células
tumorais a células PINK cultivadas, analisaram-se doze linhas
de células tumorais diferentes, co-cultivadas com células
PINK, num ensaio de libertagdo de LDH. As 12 linhas de células
tumorais incluiram leucemia mieldgena crénica (CML) humana,
linfoma, retinoblastoma (RB) e mieloma multiplo (MM) (Tabela
9). Mediu-se a citotoxicidade de células NK pelo ensaio de
libertacdo de LDH apds co-cultura de 4 horas.

Tabela 9. Linhas de células tumorais ATCC

......................................................................................................................................................................................................................................

ENome ‘Descrigéo

CCRF-CEM  Leucemia de humano T
EKG—l éLeucemia mieldéide aguda de humano

?EéjEA gLeucemia mieldéide aguda 55 \\\\\ EEE;E; \\\\\\\\\\\\\\\\

‘%E%E .................................. ﬁéﬂgéﬁlgmﬁlgigI&é ..... QEBHIggmég ..... ﬂagéggmmmmmmmmmmmmd
EgﬁéI5mwwmwWm?ﬁéﬁééﬂigwgléigﬁaé ..... 5}55{5; ..... agwgﬁggggwmwwwmwwwmww@
éU—937 éLinfoma histiocitico de humano

EWERI—RB—l éRetinoblastoma de humano

R R R R T R R R TR R R R R TR R TR R SRR A R R R T TR T R R R A YR R TR R TR R R R YRR R TR R R TR R TR R R T R e AT

§HCC2218 §Cancro da mama de humano

RPMI 8226  Mieloma maltiplo de humano

EHCT116 éCarcinoma colo-rectal de humano
EHT29 gAdenocarcinoma colo-rectal de humano
EU266 gMieloma multiplo de humano

Numa proporcao de efector para alvo (E:T) de 10:1
observou-se uma citotoxicidade significativa de células PINK
cultivadas em relacdo a células Kb62 (CML) a 88,6% * 5,6%,
células U937 (linfoma) a 89,2% + 9,8%, células WERI-RB-1 (RB)
a 73,3% £ 11,8%, células RPMI8226 (MM) a 61,3% + 1,3% e células
U266 (MM) a 57,4% £ 4,7% (Tabela 10).
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Tabela 10. Susceptibilidade diferencial de células tumorais a
células PINK cultivadas. O erro padrdo da média (S.E.M.) foi
calculado para a citotoxicidade média a partir de 3 dadores.

Linha de células % Citotoxicidade em % S.E.M.

CCRF-CEM l 7,6 | 1,2

KG-1 20,5 1,5
Cevv— %é: ..... e é:6mmmmmmmmmmmmmmmmmgrgmmmw
................................. %5%5WwwwwWwwwwwwwwwwwwwwggTgwwwwwwwwwwwwwwgrgwww

KU812 40,3 8,2

U937 89,2 9,8
r—— e §§:§ ....................................................... i{jémmﬁ
S §§M£§5§gmwmwmwmw§ ............................................. éIrgmwmwmwwmwmwmmwmwijgmme

U266 % 57,4 | 4,7

HCT-116 § 61,0 5,1
. mcczeis T 14,8 3,7
R ﬁ%fég ................................................................................. gg:% ......................................................... éfammmﬂ

Intensificagdo da citotoxicidade  de células PINK por
tratamento com lenalidomida e pomalidomida

Isolamento e purificagcdo de ARN. Células NK expandidas ou
isoladas foram submetidas a preparacdo de ARN utilizando o kit
RNAQUEQOUS®-4PCR (Ambion, Cat #2AM1914). Resumidamente, células
NK (0,5 a 1,5 x 106 células) foram lisadas na solucdo de lise
de guanidinio. Depois misturou-se o lisado de amostra com uma
solugcdo de etanol, e aplicou-se a um filtro a base de silica
que se liga selectivamente e quantitativamente a ARNm e aos
ARNs ribossdémicos maiores; ARNs muito pequenos tais como ARNt
e ARN ribossémico 5S nédo foram ligados quantitativamente.
Lavou-se depois o filtro para remover ADN residual, proteina
e outros contaminantes, e eluiu-se o ARN em &gua isenta de
nuclease contendo uma quantidade vestigidria de EDTA para
quelar metais pesados. O filtro de silica estava alojado num
pequeno cartucho que se ajusta dentro dos tubos de
microcentrifugadora isentos de RNase fornecidos com o kit. O
lisado de amostra, solugdes de lavagem e solugao de eluicéo
foram transportados através do filtro por centrifugacdo ou
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pressdo de vacuo. Apds eluigdo a partir do filtro, tratou-se
0 ARN com a DNase 1 ultrapura fornecida com o kit para remover
quantidades vestigiarias de ADN. Finalmente, removeram-se a
DNase e os catides divalentes com um reagente também fornecido
com O kit. Determinaram-se a concentracdoc e a pureza do ARN
recuperado por medic&o da sua absorvancia a 260 e 280 nm.

Analise quantitativa em tempo real (gQRT-PCR). Pode-se
utilizar depois o ARN isolado para sintese de ADNc utilizando
reagentes de transcricdo reversa TAQMAN® (Applied Biosystems,
Cat #N8080234) seguindo-se andlise de PCR em tempo real pelo
sistema de PCR em tempo real 7900HT Fast utilizando um
imunoarranjo de humano (Applied Biosystems, Cat# 4370573) e um
arranjo de microARN de humano (Applied Biosystems, Cat#
4384792) .

Lenalidomida e pomalidomida s&o anadlogos gquimicos de
talidomida com actividades anti-inflamatdéria e anticancro
melhoradas. Para estudar se lenalidomida e pomalidomida podiam
intensificar a citotoxicidade de células PINK, células PINK
cultivadas ex vivo (dia 19) foram pré-tratadas com lenalidomida
ou pomalidomida durante 24 horas seguindo-se co-cultura com a
linha de células alvo de carcinoma colo-rectal HCT-116. As
células NK tratadas com lenalidomida demonstraram uma
citotoxicidade de 42,1% e as células NK tratadas com
pomalidomida mostraram uma citotoxicidade de 47,4%, enquanto
células PINK né&o tratadas de controlo mostraram apenas uma
citotoxicidade de 24, 3%.

As anédlises de PCR guantitativa em tempo real (gRT-PCR)
e citometria de fluxo mostraram gque a intensificacdo da
citotoxicidade de células NK induzida por pomalidomida estava
correlacionada com a expressdo aumentada do gene de granzima
B (GzZMB) (aumento de 60% + 1,7%) (Tabela 11) e uma percentagem
aumentada de células NK GZMB positivas (aumento de 25%).
Adicionalmente, a expressao de GM-CSF estava aumentada em
células PINK tratadas com lenalidomida (aumento de 232% = 1,6%)
e pomalidomida (aumento de 396% + 0,3%) (Tabela 11A, 11B).

Tabela 11A, 11B. Andlise de gRT-PCR de células PINK cultivadas
tratadas com lenalidomida e pomalidomida em comparagdo com
células ndo tratadas. 11A: Vezes de modificacdo da expressao
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génica entre amostras tratadas com lenalidomida e n&do tratadas
com lenalidomida para os genes listados. Utiliza-se o teste t
emparelhado para determinar se as vezes de alteracdo sdo iguais
em amostras tratadas e ndo tratadas com lenalidomida. 11B:
Vezes de modificacdo da expressdo génica entre amostras
tratadas com pomalidomida e nao tratadas com pomalidomida para
25 genes listados. Utiliza-se o teste t emparelhado para
determinar se as vezes de alteracdo sdo iguals em amostras
tratadas e ndo tratadas.

Table 11A

: . Veh @ Len. @ Veh-stdev é Len.-stdev é Valor P
BAX .1 11,39 0,06 0,02 . 0,05
CCL5 1 1,24 0 0,11 ' 0,07 L 0,04
CCR5 1 0,9 0,07 ' 0,08 0,02

. cpes 1 | 4,04 0,05 0,13 0,01
CD8A 1 1,3 0,01 0,02 0,02
CSF2 1 2,32 0,14 0,02 0,02

‘ FAS 1 1,11 ¢ 0,02 0, 04 0, 04
GUSB 11,13 0,04 ' 0,07 0,05
TL2RA 1 | 1,26 i 0,03 0,01 0,03

 INFRSF18 . 1 | 0,7 | 0,1 ; 0,16 0,04

EBAX - Proteina X associada a BCLZ

§CCL5 - ligando 5 de quimioguina (motivo C-C)

§CCR5 - receptor 5 de gquimioquina (motivo C-C)

ECSF2 - factor 2 estimulante de coldénias (granuldcito-

émacréfago)

EFAS - Superfamilia de receptores de TNF, membro 6

‘GUSB - glucuronidase-—

SILZRA — Receptor 2 de interleucina

ETNFRSF18 — Superfamilia de receptores de factor de necrose

éde tumor, membro 18




EP 2 203 176/PT
116

Table 11B

Veh = Pom. @ Veh-stdev = Pom.-stdev = Valor P

IACTB -  -actina
EBAX - Proteina X associada a BCL2
'CCL2 - ligando 2 de quimiogquina (motivo C-C)

§CCL3 - ligando 3 de gquimioquina (motivo C-C)
SCCL5 - ligando 5 de guimioquina (motivo C-C)
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ECCRS - receptor 5 de gquimioquina (motivo C-C)
éCSFl - factor 1 estimulante de coldnias (macrdfago) :
§CSF2 - factor 2 estimulante de coldnias (granulécito—§
émacréfago) E
éECEl - Enzima 1 de conversao de endotelina
éFAS — Superfamilia de receptores de TNF, membro 6

EGNLY - granulisina

gGUSB - glucuronidase- :
éGZMB - granzima B (granzima 2, serina-esterase 1 associada a§
élinfécito T citotdxico) S
éILlA - interleucina 1

EILZRA - receptor de interleucina 2

§IL8 — interleucina 8

§IL10 — interleucina 10

gLTA - linfotoxina (superfamilia de TNF, membro 1)

éPRFl - perforina 1 (proteina formadora de poro) :
éPTGS2 - prostaglandina-endoperdéxido sintase 2 (prostaglandinaé
EG/H sintase e ciclo-oxigenase) E
§SKI - homélogo de oncogene viral de sarcoma v-ski (avidrio)
TBX21 - T-box 21

Citotoxicidade de células assassinas naturals combinadas

Num ensaio de citotoxicidade em separado, células NK
separadas obtidas a partir de sangue do corddo umbilical e
perfusato placentdrio correspondentes de um dador foram
células efectoras, engquanto as células tumorais eram células
alvo. Marcaram-se as células tumorais com PKH26 (Sigma—-Aldrich
Catédlogo # PKH26-GL) (ver, e.g., Lee-MacAry et al., J. Immunol.
Meth. 252(1-2):83-92 (2001)), gque se 1insere na membrana
plasmatica da célula devido ao seu residuo alifatico
lipofilico, depois colocaram-se em placas de cultura de tecido
de 96 pocos de fundo em U e incubaram-se com células NK
cultivadas para varias proporcgdes de efector-alvo (E:T) em 200
pl DE RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS. Incubaram-se as
culturas durante 4 h a 37°C em CO; a 5%. Apds incubacéo,
colheram-se as células e adicionou-se as culturas TO-PRO-3
(Invitrogen, Catdlogo # T3605), um corante de ADN ndo permeavel
na membrana, até uma concentracdo final de 1 pM seguindo-se a
andlise FACS utilizando BD FACSCanto. A citotoxicidade foi
expressa como a percentagem de células mortas (PKH26'TO-PRO-
37) no total de células tumorais alvo PKH26T.
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Neste ensaio de citotoxicidade, células K562 de linfoma
mieldide crénico (CML) de humano foram marcadas com PKH26, que
se insere na membrana plasmédtica da célula, e colocaram-se em
placas de cultura de tecidos de 96 pogos de fundo em U. Células
NK placentdrias (combo) ou de sangue periférico cultivadas
durante 21 dias foram misturadas com células K562 com
propor¢des de efector para alvo (E:T) de 10:1, 5:1, 2,5:1 e
1,25:1 em RPMI 1640 suplementado com FBS a 10% v/v. Apds um
tempo de incubagdo de 4 horas, colheram-se as células e
adicionou-se TO-PRO-3 as culturas de células seguindo-se
citometria de fluxo quanto a presenca de PKH26 e TO-PRO-3. A
citotoxicidade foi expressa como a percentagem de células
mortas PKH26'TO-PRO-3" no total de células tumorais alvo PKH26".
Tanto as células NK placentédrias como as células NK de sangue
periférico mostraram toxicidade substancial em relacdo a
células K562 para todas as proporcgdes E:T testadas (FIG. 4).
Observou-se uma toxicidade significativamente mais elevada de
células NK placentédrias do que células NK de sangue periférico
em relacdo a células K562 para duas proporcdes de E:T, 10:1 e
5:1 (FIG. 4).

6.4. Exemplo 4: Citotoxicidade de perfusato placentdrio humano

em relacdo a células tumorais

Este Exemplo demonstra que células de perfusato
placentdrio humanas sé&o citotdxicas para células tumorais, e
gque a citotoxicidade de células nucleadas totais a partir de
HPP (TNC-HPP) sobre KG-la foi mais elevada do que a de TNC a
partir de UCB correspondente. Células nucleadas totais a partir
de HPP ou de sangue do corddo umbilical (UCB) foram misturadas
com células KG-la em proporgdes de 1:1, 5:1, 10:1, 20:1 ou
100:1. Apds incubacdo de 24 h ou 48 h, colheram-se as células
e examinaram-se quanto a presenca de CFSE por andlise FACS (BD
FACSCanto, BD Bioscience). Como controlos, wutilizaram-se
células tumorais cultivadas sozinhas. A citotoxicidade foi
definida como: (l1-CFSEanestra/CFSEcontrolo) *100%. Observou-se uma
citotoxicidade significativa para a proporcao 100:1. Ver FIG.
5.

Numa experiéncia separada, comparou-se a citotoxicidade
de células nucleadas totais a partir de HPP com a de células
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a partir de sangue do corddao umbilical.

Misturaram-se TNC de HPP ou UCB correspondentes com células

KG-1la com proporcgdes de 0,78:1,

1,56:1, 3,12:1, 6,25:1, 12,5:1,

25:1, 50:1 ou 100:1. As TNC de HPP mostraram citotoxicidade
consistentemente mais elevada para todas as proporcgdes em
comparacao com as de UCB. Ver FIG. 6.

Noutra experiéncia, 24 horas antes da incubacdo com

células KG-1a,

1000U/mL de

estimularam-se as TNC de HPP com 100U/mL ou

IL-2, enquanto HPP cultivado com meio RPMI foi

utilizado como controlo. Numa proporcado de 6,25 células NK por

células de

Repetira

vasto de tipos de células tumorais,
utilizando 5 x 10°

12,
tumorais.

KG-1a
citotoxicidade das TNC de HPP.

e superior, aumentar

Ver FIG.

a IL-2 parece

7.

a

m-se as experiéncias utilizando um conjunto mais
como se mostra na Tabela

células de HPP e 1 x 104 células

Tabela 12: Tipos de células tumorais testadas quanto ao efeito

citotdxico de perfusato placentédrio

................................................

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Leucemia de células T aguda de humano

K562 Linfoma mieldide crénico (CML) de humano
?Eéffm“m““mmmﬁgﬁégﬁﬁgmﬁigigggﬁg ..... ;gaagmagmHaggHgmmmmmmmmmmmmﬁ
;%é:ié .............................. ﬁgﬁg@g{;“g{giggéﬂ; ..... égﬁagmagmﬁﬁﬁéﬂgmiiﬁﬁ3 ...............................
KU812 Leucemia de humano (CML)

NC1-H1417 lCarcinoma de pulmdo de humano

SNU-C1 Adenocarcinoma do cdélon de humano

?WERI—RB—l Retinoblastoma de humano
EHCT—116 Carcinoma colo-rectal de humano
HT-29 Adenocarcinoma colo-rectal de humano
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Quando células de HPP e células tumorais foram co-
cultivadas durante 24 horas ou 48 horas numa proporcao de 50:1,
as células de HPP mostraram toxicidade substancial em relacgéao
as células tumorais. Para ambos os tempos, a co-cultura
resultou na morte de mais de 50% das células tumorais. Ver
FIGS. 8A e 8B.

6.5. Exemplo 5: Producdo de citoquina por células de perfusato

placentdrio humanas durante a exposicdo a células tumorais

Para determinar o mecanismo de accdo primdrio responséavel
pela mediacgdo dos potentes efeitos anti-leucémicos de células
de HPP, analisou-se o perfil de 1libertacdo de citogquina de
células de HPP co-cultivadas com linhas de células tumorais,
e em comparacdo com o de células de UCB, para momentos
temporais diferentes pelo ensaio Luminex multiplexado.

Sobrenadantes colhidos pds—-incubacdo foram submetidos ao
ensaio Luminex para determinar as concentragdes de IFN- , TNF-
e GM-CSF (Cat# HCYTO-60K-03, Millipore). Estas trés
citoquinas estdo relacionadas com a citotoxicidade NK. (Ver,
e.g., Imai et al., Blood 2005. 106(1):376-83.). Realizou-se
também RT-PCR quantitativa para examinar a expressdo de IFN-
, TNF- e GM-CSF utilizando o equipamento e iniciadores FAST
7900HT da Applied Biosystems. As condigdes de cultura foram as
mesmas que para o0s ensaios de citotoxicidade co-cultura
descritos acima. As concentragbdes de citoquinas foram
determinadas utilizando um ensaio Luminex.

Determinou-se que a secrecado de IFN- , TNF- e GM-CSF a
partir de células de HPP co-cultivadas com células tumorais
era significativamente mais elevada do que a de células de
UCB. Numa experiéncia, misturaram-se células de HPP com células
KG-1la nas proporcgbes de 0,78:1, 1,56:1, 3,12:1, 6,25:1, 12,5:1,
25:1, 50:1 ou 100:1, na presenca ou auséncia de 100 U de IL-
2. As TNC de HPP exibiram producao consistentemente aumentada
de IFN- na presenca de IL-2 em comparacdo com a auséncia de
IL-2. Determinou-se que 0s niveis de IFN-y as 24 h aumentaram
cerca de 5-26 vezes (mediana: 16 vezes); as 48 h a volta de
3 65 vezes (mediana: 27 vezes), O que era consistente com os

resultados a partir do estudo de citotoxicidade. Ver FIG. 9.
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Noutra experiéncia, 24 horas antes da incubacdo com
células KG-la, estimularam-se as TNC de HPP com 100 U/mL, ou
1000 U/mL de IL-2, enguanto como controlo de utilizou HPP
cultivado com meioc RPMI. Células de HPP ou de TUCB
correspondentes foram incubadas 24 h com ou sem IL-2, antes da
co-cultura com células KG-la. A secrecédo de IFN- estava muito
aumentada em células de HPP co-cultivadas com K562 e KG-la as
48 h. Quando se trataram células de HPP com 100 U/mL de IL-2,
aumentou-se a citotoxicidade de células de HPP sobre KG-la as
24 h e as 48 h. 0 nivel de secrecédo de IFN- em células de HPP
era mais elevado do que o das células de UCB correspondentes
apds tratamento de IL-2. A expressdo mais elevada de IFN- foi
confirmada por andlise de RT-PCR de células a partir de HPP e
UCB correspondentes. Estes resultados mostram que células de
HPP exibem actividade anti-leucémica mais elevada em
comparacdo com células de UCB e esta actividade mais elevada
esta associada a um aumento significativo na producédo de IFN-

Analisou-se a producdo de IFN- em células de HPP, e em
células de sangue do corddo umbilical, durante a co-cultura
com um painel de linhas de células tumorais wutilizando as
linhas de células tumorais listadas na Tabela 1, acima. Células
de HPP e células tumorais foram co-cultivadas durante 24 horas
ou 48 horas numa proporcdo de 50:1, utilizando 10% células
tumorais e 5 x 10° células de HPP. Para as linhas de células
CCRF-CEM, J.RT3-T3.5, K562, KGl, KG-la, KU812, NC1-H1417, U-
937 e WER1-RB-1, o aumento na producado de IFN- nas células de
HPP na co-cultura durante 24 horas excedeu o das células de
sangue do corddo umbilical co-cultivadas com estas linhas de
células para o mesmo tempo. Ver FIG. 10A. As 48 horas de co-
cultura, o aumento na producdao de IFN- em células de HPP
excedeu o de células de sangue do cordédo umbilical para todas
as linhas de células tumorais. Ver FIG. 10B. Das linhas de
células tumorais, as células Kb62 induziram o maior aumento na

produgdao de IFN- em células de HPP tanto as 24 horas como as
48 horas. Observaram-se resultados similares para TNF- e GM-
CSF.

A andlise do ciclo celular demonstrou gue a percentagem
de KG-la na fase S diminuiu 30% gquando co-cultivadas com HPP
em comparagao com células KG-1a cultivadas sozinhas.
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Adicionalmente, experiéncias de co—-cultura realizadas
utilizando diferentes fraccgdes enriquecidas de HPP

demonstraram que a actividade anti-leucémica de HPP era
grandemente atribuida a elevada concentragao de células
assassinas naturais imaturas Unicas caracterizadas por
expressdo de CD56%, com auséncia de expressdo de CDl6.

6.6. Exemplo 6: Supressdo da proliferacdo de células tumorais
in vivo por células de perfusato placentdrio humanas

6.6.1. Materiais & Métodos

Este Exemplo demonstra a eficéacia de perfusato
placentdrio humano in vivo contra células tumorais utilizando
um modelo de tumor de xenoenxerto de ratinho NOD/SCID.

Cultura de células KG-1. Mantiveram-se células KG-1 em
meio de Dulbecco modificado por Iscove suplementado com 20% de
soro fetal de bovino (meio de crescimento) a 37°C em 95% de
air/5% de CO; e 100% de humidade. Mudou-se o meio de cultura
dia sim, dia ndo e submeteram-se as células a passagem
semanalmente. As células KG-1 cresceram como suspensdes. Por
conseguinte, por mudanca do meio ou passagem das células,
colheram-se as suspensdes de células em tubos de centrifugadora
e centrifugaram-se a 2 000 rpm durante 10 min num rotor SORVALL®
HERAEUS® (peca n.¢ 75006434). Rejeitou-se o sobrenadante e
ressuspendeu—-se uma quantidade apropriada do sedimento celular
no meio de crescimento para continuacdo da cultura.

Preparacdo de células KG-1 para implantacdo. Para
implantacédo de células em ratinhos, colheram-se as células por
centrifugacdo como descrito acima. Colheram-se os sedimentos
celulares e ressuspenderam-se em solucdo salina tamponada com
fosfato. Para determinar o numero de células a serem
implantadas nos ratinhos, contou-se uma aliquota da suspenséo
de células utilizando um hemocitdmetro. Utilizou-se o corante
Azul de Tripano para excluir as células nédo viaveils na
suspenséao.

Preparacdo de células de HPP para implantacdo. Para
armazenamento e descongelacao de HPP, receberam-se as amostras
congeladas num recipiente de transporte seco em boas condigdes.
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Armazenaram-se as unidades no recipiente de transporte seco
até a descongelacdo em 7 de Fevereiro de 2007. No dia da
descongelacdo, removeram—-se as unidades de HPP do congelador
de criopreservacao (uma de cada vez) e colocaram—-se em Sacos
de pléastico zip-top. Colocaram-se depois 0s sacos num banho de
dgua a 37°C com agitacgdo suave até ficarem quase totalmente
descongelados (uma pequena parte congelada permanecendo no
saco). Removeram-se depois os sacos do Dbanho de agua,
removeram-se as unidades dos sacos zip-top, e as unidades foram
cuidadosamente invertidas até estarem completamente
descongeladas. Colocaram-se depois as unidades numa céamara de
fluxo laminar e esterilizou-se a superficie exterior do saco
de sangue por pulverizacdo com etanol a 70%. Abriram-se o0s
sacos de sangue cortando-os com tesouras esterilizadas, e
transferiram-se as células para tubos cénicos de 50 ml (1 tubo
para cada unidade de HPP; 2 tubos para cada unidade de UCB)
através de uma pipeta estéril. A seguir, adicionaram-se
lentamente 10 mL de tampdo de descongelacdo (2,5% de albumina
humana, 5% de dextrano 40) a cada tubo com mistura suave
(durante um periodo de 2,2 - 2,9 minutos). Lavou-se depois
cada saco de sangue com 10 mL tampao de descongelacao, gque
foram depois adicionados lentamente ao tubo cédnico de 50 ml
(durante um periodo de 0,7 - 1,3 min).

Apds descongelacdo, armazenou-se cada unidade de sangue
em gelo humido antes da centrifugacdo. Centrifugaram-se todos
os tubos durante 10 min (440 x g a 10°C), aspiraram-se oS
sobrenadantes wutilizando pipetas estéreis, e qguebraram-se
gentilmente o0s sedimentos sacudindo o tubo. Adicionou-se uma
aligquota de 1 ml de veiculo (PBS + 1% de soro fetal de vitelo)
a um dos tubos, e misturou-se o tubo por movimentos suaves.
Utilizando uma pipeta de 2 ml, transferiram-se os conteudos
para um segundo tubo e depois para um terceiro tudo e depois
para um quarto tubo. Lavaram-se os tubos esvaziados com 0,2 ml
de tampao de diluicéao.

Para contagem das células, transferiu-se uma aliquota de
25 1l para um tubo cénico de 15 ml contendo 975 pl de veiculo
em gelo. Lisaram-se entd&o o0s eritrdcitos por adicdo de 4 ml de
reagente de lise de cloreto de aménio frio e incubacdo em gelo
durante 10 min. Apds incubacdo, adicionaram-se 5 ml de PBS
frio a cada tubo e centrifugaram-se os tubos (10 min, 400 x g,
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10°C). Apdés lise de RBC, contaram-se as células por
hemocitdémetro, wutilizando Azul de Tripano para avaliar a
viabilidade. Os resultados da contagem foram corrigidos quanto
a diluicdo e depois divididos por um factor de lise (0,46)
para estimar o numero de células presentes antes da lise de
RBC.

Para preparacdo da dose de HPP, apds contagem, diluiram-
se as células de HPP até 1 x 10° células/ml por adicdo de
veiculo. As células de HPP foram depois armazenadas em gelo
até se carregarem as seringas. O tempo decorrido entre a
descongelacdao da primeira unidade e a conclusdo da preparacao
das doses foil menos de 3 horas.

Antes do enchimento das seringas, colocou-se de lado uma
aliquota de 50 pl do material de dosagem para verificacdo por
contagem como descrito acima. Apds dosagem, o material de dose
restante foi avaliado para verificacédo da dose.

Desenho do estudo. Ao Dia 1, em vinte e quatro ratinhos
NOD/SCID machos (Jackson Laboratories) implantaram-se 5
milhées de células KG-1 vidveis S/C na regido do flanco.
Separaram-se os ratinhos tal que quatro a cinco ratinhos fossem
alojados num sistema de gaiolas de micro-isolamento com um
leito de aparas de madeira. Racao de roedor esterilizada e
dgua foram fornecidos ad libitum. Os ratinhos foram
monitorizados de perto duas vezes por semana quanto ao
crescimento do tumor. O primeiro tumor mensurédvel foi observado
ao Dia 25. Registaram-se depois oS pesos corporals uma vez por
semana e registaram-se as medicgdes dos tumores duas vezes por
semana com um paquimetro. Ao Dia 52 pdés—-implantacdo, os animais
foram randomizados em trés grupos separados, com volumes de
tumor em média de 300-350 mm?. Ver Tabela 13, abaixo. O primeiro
grupo consistiu de quatro ratinhos de controlo com um volume
médio de tumor de 312 mm?®. A dois destes ratinhos implantaram-—
se intravenosamente (IV) e a outros dois intratumoralmente
(IT), 200 pl e 50 pl de uma solugao veiculo, respectivamente.
0 segundo grupo com um volume médio de tumor de 345 mm?
consistiu de quatro ratinhos aos quais se implantaram
intravenosamente 200 pl de células de HPP por ratinho (2 x 107
células). O ultimo grupo, no qual se implantaram IT 50 pl de
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células de HPP por ratinho consistia também de quatro ratinhos
com um volume de tumor médio de 332 mm°.

Tabela 13: Grupos experimentais para a experiéncia de supresséo
de tumor in vivo.

.....................................................................................................................................................................................................................................

# ‘de HPP

EGrupo 1 (Controlo)

7 3 217
8 4 1487
................................ T

9 1 §491
10 2 §256
R gmmmmmmmwmmmmwmmmm€55% .............................................................................................................
T T

‘Média:

Ao Dia 66, 14 dias apds a implantacéo de células de HPP,
terminou—-se o estudo devido a volumes de tumor elevados.

6.6.2. Resultados

Mediram-se os volumes de tumor (TV) até ao Dia 66 (dia 14
apds implantacdo de células de HPP) guando o TV do grupo de
controlo atingiu uma média de 2921 mm*. O grupo de tratamento
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IV no final do estudo tinha um TV médio de 2076 mm?®, e o grupo
IT tinha um TV de 2705 mm®. No que se refere a % de aumento de
TV pds-tratamento, o grupo IT mostrou uma inibicdo modesta de
20% enquanto o grupo IV mostrou mais de 35% de inibicdo do
crescimento de tumor em comparagao com O grupo de controlo. A

inibig¢do no grupo IT era demonstravel. Ver FIG. 11.

Lisboa, 2015-02-23
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REIVINDICACOES

1. Células de perfusato placentdrio nucleadas humanas
para utilizacdo num método para tratamento de um tumor num
individuo, onde as células de perfusato placentdrio nucleadas
humanas compreendem células assassinas naturais intermédias
placentarias CD56%, CD16~ e podem ser obtidas por perfusao de
uma placenta humana que foi drenada de sangue de cordéao
umbilical e lavada para remover sangue residual para produzir
perfusato placentdrio compreendendo células placentarias
nucleadas; e isolamento das células placentdrias nucleadas a
partir do referido perfusato placentéario.

2. Células de perfusato placentario nucleadas humanas
para a utilizacéd&o da reivindicacdo 1, onde as referidas células
de perfusato compreendem pelo menos cerca de 50% de células
assassinas naturais intermédias placentdrias CD56%, CD16- que
exprimem um ou mais dos microARNs hsa-miR-100, hsa-miR-127,
hsa-miR-211, hsa-miR-302c, hsa-miR-326, hsa-miR-337, hsa-miR-
497, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-515-5p, hsa-miR-517b, hsa-miR-
517¢c, hsa-miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-miR-519d, hsa-miR-520g,
hsa-miR-520h, hsa-miR-564, hsa-miR-566, hsa-miR-618 ou hsa-
miR-99%9a a um nivel detectavelmente mais elevado do gue células
assassinas naturais de sangue periférico.

3. Células de perfusato placentdrio nucleadas humanas
para a utilizacé&o da reivindicacgdo 2, onde as referidas células
CD56", CD16 exprimem um ou mais de proteina aminopeptidase N,
proteina apolipoproteina E, proteina de interaccdo 1 atrofina-
1, proteina inexina 1inx-3, proteina precursora de integrina
alfa-2, proteina precursora de integrina beta-5, proteina
precursora GP49B da glicoproteina de superficie de mastdcito
ou proteina de receptor 1 de rianodina; e onde as referidas
células CD56"7,CD16- ndo exprimem uma ou mais de proteina
precursora de receptor 4 de factor de crescimento
fibrobladstico, proteina semelhante a nucledtido 4 associada a
imunidade, proteina precursora de integrina alfa-L, proteina
precursora de integrina beta 2, proteina precursora de
integrina beta 4, proteina precursora de transglicosilase
litica D de mureina ligada a membrana, proteina 8 relacionada
com proteina de ligacdo de oxiesterol ou proteina precursora
de perforina 1.
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4, Células de perfusato placentdrio nucleadas humanas
para a utilizacé&o da reivindicagdo 1, onde as referidas células
de perfusato sao utilizadas numa proporcadao de cerca de 5
células de perfusato por célula tumoral.

5. Células de perfusato placentdrio nucleadas humanas
para a utilizacé&o da reivindicacgdo 1, onde as referidas células
de perfusato sdo utilizadas numa proporcao de cerca de 10
células de perfusato por célula tumoral.

6. Células de perfusato placentdrio nucleadas humanas
para a utilizacdo das reivindicagdes 1 a 5, onde o tumor é um
cancro do sangue, ou onde o tumor €& um tumor sdélido, ou onde
o tumor é carcinoma ductal primdrio, leucemia, leucemia de
células T aguda, linfoma mieldéide crénico (CML), leucemia
mieldgena aguda, leucemia mieldgena crdénica (CML), carcinoma
do pulm&o, adenocarcinoma do cdélon, linfoma histiocitico,
mieloma multiplo, carcinoma colo-rectal, adenocarcinoma colo-
rectal ou retinoblastoma.

7. Células assassinas naturais intermédias placentédrias
CD56%, CD16~ humanas para utilizacdo num método para tratamento
de um tumor num individuo, onde as referidas células assassinas
naturais intermédias placentarias exprimem um ou mais dos
microARNs hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-miR-302c,
hsa-miR-326, hsa-miR-337, hsa-miR-497, hsa-miR-512-3p, hsa-
miR-515-5p, hsa-miR-517b, hsa-miR-517c, hsa-miR-518a, hsa-miR-
518e, hsa-miR-519d, hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-564,
hsa-miR-566, hsa-miR-618 ou hsa-miR-99%a a um nivel
detectavelmente mais elevado do que células assassinas
naturais de sangue periférico.

8. Células assassinas naturais intermédias placentédrias
CD56%, CD16~ humanas para a utilizacao da reivindicacao 7, onde
as referidas células assassinas naturais intermédias
placentadrias sd&o postas em contacto com um composto
imunomodulador numa quantidade e durante um tempo suficientes
para as referidas células assassinas naturais intermédias
placentédrias exprimirem detectavelmente mais granzima B do que
um numero equivalente de células assassinas naturais

intermédias placentarias nédo postas em contacto com o referido
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composto imunomodulador, onde o) referido composto

imunomodulador é lenalidomida ou pomalidomida.

9. Células assassinas naturais intermédias placentédrias
CD56%, CD16~ humanas para a utilizacdo da reivindicacgao 7, onde
as referidas células assassinas naturais intermédias
placentéarias sao postas em contacto com um composto
imunomodulador numa quantidade e durante um tempo suficientes
para as referidas células assassinas naturais intermédias
placentarias exibirem detectavelmente mais citotoxicidade em
relagdo as referidas células tumorais do gue um numero
equivalente de células assassinas naturais intermédias
placentdrias ndo postas em contacto com o referido composto
imunomodulador, onde o referido composto imunomodulador &
lenalidomida ou pomalidomida.

10. Células assassinas naturais intermédias placentédrias
CD56%, CD16- humanas para a utilizacdo da reivindicacdo 8 ou
9, onde as referidas células assassinas naturais intermédias
placentdrias exprimem um ou mais de BAX, CCL5, CD68, CD8A,
CSF2, FAS, GUSB ou IL2RA a um nivel mais elevado do que um
numero equivalente de células assassinas naturais intermédias
placentarias nao ©postas em contacto com as referidas
lenalidomida ou pomalidomida.

11. Células assassinas naturais intermédias placentédrias
CD56*%, CD1l6~ humanas para a utilizacdo da reivindicacao 8 ou
9, onde as referidas células assassinas naturais intermédias
placentédrias exprimem um ou mais de BAX, CCL2, CCL3, CCLb5,
CSF1l, CSF2, ECEl, FAS, GNLY, GUSB, GzMB, ILl1A, IL2RA, 1ILS,
IL10, LTA, PRF1l, PTGS2, SKI ou TBX21 a um nivel mais elevado
do que um numero equivalente de células assassinas naturais
intermédias placentdrias nédo postas em contacto com a referida
lenalidomida ou pomalidomida.

12. Células assassinas naturais intermédias placentédrias
CD56*, CD16~ humanas para a utilizacé&o das reivindicacdes 7 a
11, onde o tumor é cancro do sangue, ou onde o tumor € um tumor
sélido, ou onde o tumor é carcinoma ductal primadrio, leucemia,
leucemia de células T aguda, linfoma mieldide crénico (CML),
leucemia mieldgena aguda, leucemia mieldgena crdénica (CML),

carcinoma do pulméo, adenocarcinoma do cdlon, linfoma
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histiocitico, mieloma multiplo, carcinoma colo-rectal,

adenocarcinoma colo-rectal ou retinoblastoma.

13. Células assassinas naturais combinadas para
utilizagdo num método de tratamento de um tumor num individuo,
onde as referidas células assassinas naturais combinadas
compreendem células assassinas naturais intermédias
placentarias CDb56", CD16~ 1isoladas a partir de perfusato
placentario e células assassinas naturais isoladas a partir de
sangue do cordado umbilical, onde o referido sangue do cordéao
umbilical é isolado a partir da placenta a partir da qual o
referido perfusato placentario é obtido, e onde as referidas
células assassinas naturais intermédias placentdrias exprimem
um ou mais dos microARNs hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-
211, hsa-miR-302c, hsa-miR-326, hsa-miR-337, hsa-miR-497, hsa-
miR-512-3p, hsa-miR-515-5p, hsa-miR-517b, hsa-miR-517c, hsa-
miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-miR-519d, hsa-miR-520g, hsa-miR-
520h, hsa-miR-564, hsa-miR-566, hsa-miR-618 ou hsa-miR-9%a a
um nivel detectavelmente mais elevado do que células assassinas
naturais de sangue periférico.

14. Células assassinas naturais intermédias placentéarias
CD56%, CD16~ humanas para a utilizacdo da reivindicacdo 7 ou
as células assassinas naturais combinadas para a utilizacédo da
reivindicagcdo 13, onde as referidas células assassinas
naturais intermédias placentdrias compreendem:

um numero detectavelmente mais elevado de células

assassinas naturais CD3°CD56'CD16- do gue um numero

equivalente de células assassinas naturais a partir de
sangue periférico;

um numero detectavelmente mais baixo de células

assassinas naturais CD3°CD56'CDl16" do gue um numero

equivalente de células assassinas naturais a partir de
sangue periférico;

um numero detectavelmente mais elevado de células

assassinas naturais CD3 CD56'KIR2DL2/L3* do gue um numero

equivalente de células assassinas naturais a partir de
sangue periférico;

um numero detectavelmente mais baixo de células

assassinas naturais CD3 CD56'NKp46" do gque um numero

equivalente de células assassinas naturais a partir de

sangue periférico;
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um numero detectavelmente mais elevado de células
assassinas naturais CD3CD56'NKp30* do que um numero
equivalente de células assassinas naturais a partir de
sangue periférico;

um numero detectavelmente mais elevado de células
assassinas naturais CD3°CD56%'2B4" do que um numero
equivalente de células assassinas naturais a partir de
sangue periférico; ou

um numero detectavelmente mais elevado de células
assassinas naturais CD3°CD56'CD94% do gque um numero
equivalente de células assassinas naturais a partir de

sangue periférico.

15. Células assassinas naturais combinadas para a
utilizacdo da reivindicacéd&o 13 ou 14, onde o tumor é cancro do
sangue, ou onde o tumor é um tumor sdlido, ou onde o tumor &
carcinoma ductal primario, leucemia, leucemia de células T
aguda, linfoma mieldéide crdénico (CML), leucemia mieldgena
aguda, leucemia mieldgena crdédnica (CML), carcinoma do pulméo,
adenocarcinoma do cdlon, linfoma histiocitico, mieloma
multiplo, carcinoma colo-rectal, adenocarcinoma colo-rectal ou
retinoblastoma.

Lisboa, 2015-02-23
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