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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO

 PARA USAR PROGENITORES HEPATICOS PARA TRATAR DISFUNCAO -
 'HEPATICA". |
REFERENCIAS CRUZADAS RELACIONADAS A PEDIDOS DE PATENTE

Este pedido de patente reivindica prioridade do Pedido Provis6-
rio US 60/752.597 depositado em 22 de dezembro de 2005, cuja exposigao
é aqui incorporada a titulo de referéncia, em sua totalidade. ‘
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se em geral ao uso de pro'genitores
hepéticos para tratar disfungdo hepatica. Mais particularmente, a presente
invengao refere-se a métodos para usar células progenitbras hepaticas, in-
cluindo células-tronco hepaticas, no tratamento de disfungéo hepatica, sem o

uso concomitante de imunossupressores.

| ANTECEDENTES DA INVENCAO

A eficacia de transplantes totais e parciais de flgado é substan-

C|almente dependente da imunorresposta do hospedeiro (por exemplo Do-

: enga de Enxerto versus Hospedelro ("GVHD")). Certamente, dentre pacien-

tes geneticamente ndo idénticos, o corpo do hospedeiro pode rejeitar o teci-
do do doador em uma questdo de horas. Considerando este potencial, tem-
po.e esfofgo substanciais sdo gastos para "corresponder" geneticamente
doadores com possiveis hospedeiros.

Contudo, na auséncia de gémeos geneticamente idénticos, o
sistema imunolégico de mesmo o melhor recipiente “correspondido” ira, no
entanto, apresentar uma resposta para rejeitar o tecido do doador. Assim,
quase todos os transplantes de 6rgaos sao seguidos pelo uso substancial de
imunossupressores de curto prazo, se Anéo por quanto durar o transplante.
Com respeito aos transplantes de figado, por exemplo, os inibidores de cal- .
cineurina, tacrolimus e ciclosporina sao largamente usados para prevenir.
rejeicao de aloenxerto. ‘

Infelizmente, imunossupressores ndo sdo uma panacéia. Em
primeiro lugar, os imunossupressores nem sempre sao eficazes e devem ser
tomados em um programa regular. Em segundo lugar, o uso crénico desses
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farmacos deixa o paciente vulneravel as infeccdes bacterianas e virais que

podem ainda agravar a condi¢dao dele. Certamente, inibidores de calcineuri-

na podem levar a nefrotoxicidade, frequentemente resultando em insuficién-

cia renal apds o transplante. Adicionais. efeitos colaterais, adversos, de longo
prazo, incluem intolerancia a glicose e hiperlipidemia. Portanto, o uso de cé-
lulas imunoprivilegiadas reduziria a necessidade, se alguma, de imunossu-
presséao e seus efeitos colaterais adversos correspondentes.

Por conseguinte, ‘existe a necessidade por um método para tra-
tar disfung@o hepatica com células aldgénicas que 'n_éo produzam uma imu-
norresposta. Ha também a necessidade por um método para transplantar
células hepéaticas, com pouco a nenhum imunossupressor.

SUMARIO DA INVENCAO
A Em uma modalidade da presente invengéo, é proporcionado um

método para repopular o compartimento do figado de um mamifero, que
compreende (a) proporcionar progenitores hepaticos isolados e (b) adminis-
trar os ditos progenitores hepéticos isolados no compartimento do figado do
mamifero; em q'ue a administragao é realizada com baixos niveis de imunos-
supressores. A administracao pode ser po'r ifnplanté ou por injecdo. Ainda, o
baixo nivel de imunossupressor varia entre cerca de 0 mg e cerca de 10 mg.
Mais preferivelmente, o nivel de imunossupressor varia entre cerca de 0 mg
e cerca de 5 mg. ' '

Como tal, aqueles versados na técnica apréciarao que a con-

cepcao na qual essa descricdo é baseada pode ser prohtamente utilizada

como uma base para desenhar outras estruturas, métodos e sistemas para

conduzir os varios propdsitos da presente invengao. Portanto, é importante

que as reivindicagdes sejam consideradas como incluindo tais construgdes

‘equivalentes até onde nao se desviam do espirito e escopo da presente in-

vengao.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
A figura 1 mostra a resposta de PBMCs as popula¢des de célu-

las hepaticas identificadas.
A figura 2 mostra a resposta de células T purificadas as popula-
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coes de células hepaticas identificadas.
A figura 3 mostra os resultados de ensaios de reacdes de linféci-

‘tos mistos realizadas nas populagdes de células identificadas. 3A: resposta

de PBMC. 3B: Respostas de células T Purificadas.
' A figura 4 mostra a resposta de células T purificadas as células
hepaticas positivas para EpCAM. A
~ A figura 5 mostra uma outra resposta de células T purificadas as
células hepaticas positivas para EpCAM.
A figura 6 mostra ainda uma outra resposta de célulaé T purifi-
cadas as células hepéticas positivas para EpCAM.
A figura 7 mostra ainda urha outra resposta de células T purifi-
cadas as células hepaticas positivas para EpCAM.
A figura 8 mostra a supressao de uma reacao de Imfocntos mis-

| tos por células positivas para EpCAM

DESCRICAO DETALHADA DA lNVENCAO
A presente invencao proporciona métodos para transplante de

 células progenitoras hepaticas em mamiferos sem necessidade de doses

correntemente padrdao de imunossupressores, se alguma de todo. Ou seja,
em uma modalidade preferida da invengdo, progenitores hepaticos podem
ser.introduzidos em um hosped'eij'o alogénico com pouco ou nenhuma admi-
nistracdo concomitante de imunossupressores para prevenir a rejeicao des-
tes. '

Correntemente, a maioria, se ndo todos, dos transplantes de fi-
gado parciais ou totais em um recipiente alogénico requer o uso de um imu-
nossupressor de modo a prevenir imunorrejei¢ao (isto € GVHD) do tecido
transplantado. Enquanto a dose e a dUrag:éo de uso de imunossupressor
variam bastante entre os transplantes de acordo com fatores, tais como teci-
do, "correspondéncia" genética relativa, a presente descoberta e invengao
proporcionam uma reducgao significante no uso total dos farmacos. Imu-
nossupressores comuns incluem, mas sem limitagao, prednisona (por e-
xemplo, ORASONE®), azatioprina (por exempio, IMURAN®), ciclosporina

- (por exemplo, SANDIMMUNE®, NEORAL®), e micofenolato (por exemplo,
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Correntemente, dose de imunossupressores comuns variam de

-cerca de 5 mg a cerca de 20 mg. Vide Tabela 1, abaixo. A presente inveng¢ao

proporciona transplante alogénico de células hepaticas em quantidades sub-
imunossupressoras de doses imunossupressoras, e preferivelmente nenhum
imunossupressor de modo algum. Em outras palavras, para qualquer recipi-
ente individual, uma quantidade sub-imunossupressora de um imunossu-
pressor é definida como uma quantidade menor que aduela que produziria
uma supressao da imunorresposta no individuo. Ensaios estdo disponiveis e
sdo conhecidos por aqueles com conhecimento comum da técnica de medir
a dose 6tima de um imunossupressor para obter imunossupressao. Esses
testes incluem, por exemplo, ensaios de radiorreceptores quanfitativos, en-

saios de proximidade de cintilagdo, ensaios MTT e kits e analisadores clini-

cos comercialmente disponiveis (por exemplo, ensaio de IMx® Sirolimus u-

sando tecnologia de Imunoensaio de Enzima de Microparticula (MEIA) da
Abbott Labs; CEDIA CsA PLUS da Roche Diagnostics. Além.disso, ensaios
in vitro tais com'o aqueles descritos abaixo podem proporcionar também cor-
relégc")es razoaveis para curvas de doses eficazes in vivo.,Conforrhe defini-
¢cdo no presente relatdrio descritivo, uma resposta de dose de menos que
cerca de 30% da resposta de dose 6tima é considerada subimune, preferi-
velmente uma resposta dose de menos que cerca de 60%, e mais preferi-
velmente uma resposta de dose de menos que cerca de 90%. Tipicamente,
doses sub-imunossupressoras da presente invengdo variam, preferivel-
mente, de cerca de 0 mg a cerca de 10 mg, mais preferivelmente de cerca
de 0 mg a cerca de 5 mg, e, de maior preferéncia, de cerca de 0 rhg a

- cerca de 3 mg.
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" Tabela 1. Diretrizes gerais para dose de prednisona de longo

prazo e regimes para diminuigao gradual de prednisona nos recipientes.

(Vide
http://med.stanford.edu/shs/txp/livertxp/outpatient. nanagement/management
.htmi#t3.) ‘
Tempo pos-transplante : | Dose (mg)
Imunossupressao baseada em Tacrolimus
0-2 semanas -1 20
2-8 semanas 15
8-16 semanas 10
| 4-6 meses 7,5
6-9 meses 5 _
>9 meses ‘ -Diminuir gradualmente e descontinuar
Tacrolimus em pacientes com hepatite cronica B ou C
0-2 semanas 20
2-4 semanas 15
4-8 semanas , ' 10
1 2-3 meses 7,5 -
3-6 meses : . 5
>6 meses Diminuir graduaimente e descontinuar
Imunossupressao baseada em ciclosporina - B
| 0-2 semanas S 20
1 2-26 semanas _ ‘ 15
6-9 meses 10
9-12 meses 7,5
12-18 meses B 5,0

A invengdo é util na repopulagéo de tecido de figado doente ou
disfuncional com, de outro modo, células de tecido de doador saudavel. A
repopulagao &e um figado doente ou com disfungdo com tecido de figado
funcional pode repor, pelo menos em alguma parte, a atividade perdida do
tecido disfuncional. Desse modo, doengas do figado podem ser tratadas.

A invencao sera agora descrita por meio de exemplos néo limita-
tivos.

Isolamento de Células HLJmanas

E observado que progenitores hepaticos adequados para propa-
gacao in vivo de acordo com a presente invengdo nao sao limitados aqueles
isolados ou identificados por qualquer método particular. A titulo de exemplo,
métodos para o isolamento e identificacao dos progenitores hepaticos estao
descritos em, por exemplo, Patente US 6.069.005 e Pedidos de Patente US
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09/487.318; US 10/135.700; e US 10/387.547, cujas descrigdes sdo aqui

incorporadas, a titulo de referéncia, em sua totalidade.

Células-tronco hepaticas e hepatoblastos tém perfis antigénicos
caracteristicos e podem ser isolados por protocolos descritos previamente..
Por exemplo, células-tronco hepaticas e hepatoblastos compartilham nume-
rosos antigenos (por exemplo, citoqueratinas 8, 18, e 19, albumina,
CD133/1, e molécula de adesao de célula epitelial ("EpCAM") e sao negati-
vas para marcadores hemopoiéticos (por exemplo, glicoforina A, CD34,
CD38, CD45) e marcadores de células mesenquimais (por exemplo,
CD146). Alternativamente, células-tronco hepaticas e hepatoblastos podem
ser distinguidos uns dos outros por tamanho (as células-tronco tém de 7-9
um; os hepatoblastos tém de‘10 12 um) e por perfis antigénicos (N-CAM es-
ta presente nas células-tronco hepaticas, ao passo que a alfa- fetoprotema
(AFP) e ICAM1 sdo expressas pelos hepatoblastos).

No presente Exemplo, figados doados, nao adequados para
transplante de . flgado ortotopico foram obtidos de organizagdes de obtengao
de o6rgaos desugnadas federalmente. Consentlmento informado foi obtido do
parente mais proximo para uso dos flgados para fins de pesquisa. Para iso-
lar as células, figados adultos e pediatricos foram perfundidos através da
veia portal e artéria hepatica com tamp&o contendo EGTA por 15 minutos,

seguidos por 125 mg/L de Liberase (Roache) por 30 minutos, a 34°C. As

células foram passadas sequencialmente através de filtros de tamanho de
poro de 1.000, 500, 250, e 150 micra, e centrifugadas em gradientes de den-
sidade em 500 x g.

Selecao de Células Magnéticas

A selecgido de células magnéticas pode oferecer um meio conve-
niente para isolar células que expressam um antigeno de superficie especifi-
co de uma populagao de células heterogéneas. Em uma modalidade, um -
sistema comercialmente disponivel (Microcontas "MACS", Miltenyi Biotec) foi
usado para realizar a tarefa de selecionar células positivas para EpCAM, um
marcador indicativo de células progenitoras hepéticas. Um anticorpo mono-

clonal para o antigeno de interesse pode ser acoplado a microcontas super-
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paramagnéticas, compostas de 6xido de ferro e um revestimento de poliséa-
carideo. As microcontas sdo de aproximadamente 50 nanometros de diame-
tro e tém um volume de cerca de um milionésimo daquele de-uma célula ti-
pica de mamifero. Elas sdo pequenas o bastante para permanecerem em
suspenséo coloidal, que pode permitir ligagdo, rapida e eficaz, mediada por
anticorpos as moléculas de superficie de célula. Os fabricantes forneceram
evidéncia de que as microcontas nao interferem com a citometria de fluxo,
que elas s@o biodegradaveis, e que elas tém efeitos despreziveis sobre as
fungdes celulares. |

O anticorpo usado para selegcao pode ser usado em um meétodo
direto, conforme descri¢do acima, ou em um indireto onde as contas s&o
covalentemente ligadas a um anticorpo monoclonal contra um ligante tal co-
rho fluoresceina-ou,bi_otina e entﬁo utilizadas para capturar células com um
anticorpo monoclonal ligado a s‘upe'rﬁcie que foi modificado com aquele li-

gante. Tanto com os métodos de imunosselecao diretos como com os indire-

tos, as células que foram incubadas com as contas marcadas sdo passadas

através de uma coluna em presenca de um campo magneético forte de modo
que as células positivas para antigeno sdo retidas enquanto as células nega- |
tivas sdo arrastadas. Depois da remogao do campo magnético, as células
marcadas positivamente sao coletadaé.

Analise de FACs para Marcadores Antigénicos

_ Para marcadores de superficie de célula (por exemplo, EpCAM),
1 x 10° células foram precipitadas a 500 x g, por 5 minutos, e ressuspensas
em 100 pL de PBS contendo 2% de FBS e 0,01% de NaNs, 1 pg do anticor-
po de interesse foi entdo lavado e incubado por 30 minutos, sobre gelo, no
escuro. As células foram entao Iavadas.2 vezes com PBS e 0 precipitado de
células final foi ressuspenso em 0,5 mL de paraformaldeido a 1%. 1 ug de
IgG1 de camundongo-FITC e IgG1 de camundongo-PE foram adicionados
as células de controle apropriadas.
Reacéao de linfécitos mistos para imunogenicidade

Um ensaio de re:agéo de linfécitos mistos (MLR) foi usado para

avaliar a imunogenicidade in vitro. Esse ensaio mede a proliferagéo das ceé-
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lulas T respondedoras a uma populagdo de estimuladores alogénicos. Em

resumo, células mononucleares sangiineas periféricas humanas (PBMCs)

foram purificadas de sangue integral por centrifugagao sobre ficoll/hipaque.
Essas células, bem como as células T isoladas da populagao de PBMC, fo-r
ram usadas como células respondedoras na MLR. As células T foram enri-
quecidas por técnicas de selegdo negativa por marcagao de células B e mo-
nécitos com contas magnéticas revestidas com anticorpo e removendo as
mesmas com um ima. As células estimuladoras eram células hepaticas re-
cém-isoladas e células progenitoras hepatncas isoladas.

Cada populagao de células estimuladoras foi tratada com mito-
micina C (10 pg/mL de mitomicina C por 3 horas) ou irradiada para impedir
que as células estimuladdres se proliferassem no ensaio. Células T respon-
dedoras de um individuo que nao o doador (leukopacks foram adquiridas da
Poietics, Inc’.) foram cultivadas (2 x 10° células/cavidade) com numeros vari-
ados de cada populagdo de estimuladores (faixa de- 0,2-2,0 x 10° célu-
las/cavidade) em meio de cultura de tecido suplementado com 5% de soro

de AB humana em placas de fundo chato com 96 cavidades. Culturas de

controle adicionais consistiam em celulas respondedoras ou estlmuladores
cultivadas sozinhas. Culturas quadruplicadas foram estabelecidas para cada
tratamento. As culturas foram incubadas a 37°C em uma atmosfera conten-
do 5% de CO,, por 6 dias. As culturas foram entdo pulsadas com 1 uCi/ ca-
vidade de 3H-timidina, por 16 horas, colhidas sobre filtros de fibra de vidro, e

contadas em um contador de cintilagao.

A quantidade de radioatividade incorporada (cpm) foi apresenta-
da proporcional a proliferagdo de células T. Delta cpms foram calculadas
com base na respostas das células T a uma populagéb de estimuladores,
subtraindo o residuo apropriado das populagbes de respondedores e de es-
timuladores cultivadas sozinha.

Reacao de linfécitos mistos por imunossupressao

O ensaio de MLR, essencialmente como descrito acima, foi tam-
bém realizado usando a populacdo de células estimuladoras alogénicas. A

essas reacdes, fibroblastos esplénicos nao supressores (5 x 10%, 10 x 10°, e
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20 x 103 células) foram titulados como controles. Reagbes paralelas com
células progenitoreis isoladas recentemente foram tituladas em "experimen-
tos". A incorporagdo de °H-timidina em células T foi entdo medida. Niveis
experimentais dé incorporagao de 3H-timidina igual a ou maior que aqueles
dos controles foram interpretados para significar que as células progenitoras
hepaticas ndo sao capazes de suprimir uma imunorresposta.
Resultados ,

Uma mistura ndo fracionada de células hepaticas ("Umix") e uma

 populagdo aderente derivada de uma cultura de 3 dias de células UMIX

("Hepatécitos Expandidos") foram estudados. Como mostrado na figura 1,
PBMCs nao fracionadas responderam significantemente (p<0,5) acima das
respostas residuais autdlogas as Umix irradiadas e Hepatocitos Expandidos
em niveis de 6.0'00/cavidade, 30.000/cavidade, e 150.000/cavidade (Hepato-
citos Expandidos somente). Alem di-sso, a fesposta aos Hepatdcitos Expan-
didos foi significantemente maior para todas as doses que a resposta as cé-
lulas Umix (p<O, 05) Respostas na dose mais alta de 150.000 de células he-
patlcas/cawdade foram baixas, mais provavelmente por causa da aglomera-
¢ao (Células Umix e Hepatécitos Expandidos sao células grandes que co-
brem completarﬁente as células da dose de 30.000 células/cavidade). A me-
nor dose de células estimuladoras, ambas as populagdes de células hepati-
cas foram mais estimuladores que as PBMCs alogénicas. Em doses mais
altas, as PBMCs foram 'mais estimuladoras. -

Como mostrado na figura 2, células T purificadas deram um pa-
drao similar de respostas as Umix e Hepatocitos Expandidos. Os Hepatdci-
tos Expandidos estimularam significativamente as células T acima dos niveis
residuais em todas as doses, e a respoéta a populagdo expandida foi signifi-
cativamente maior que a resposta as células Umix. Células T purificadas
(deficientes em células apresentadoras de antigeno (APCs) responderam
vigorosamente aos Hepatdcitos Expandidos sugerindo que estas células po-
deriam funcionar como APCs. As células T produziram uma resposta menos
vigorosa a populagdo de Umix que as células respondedoras PBMC (con-

tendo APCs)) sugerindo que uma fonte exégena de APCs foi requerida para
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esta resposta.
Experimentos similares foram primeiramente realizados em ceélu-

'Ias-tronco/progenitoras hepaticas imunosselecionadas com anticorpo para

EpACAM e isoladas por classificagdo magnética de células ativadas. Analise '
de FACS da populagdo de células isoladas revelou um pureza de cerca de
82%. Os resultados dos experimentos com MLR nestas células sdo mostra-
dos na figura 3. Células respondedoras consistindo em cél’ulas-mohonuclea-
res sangul’neas periféricas (PBMCs, painel A; 3 x 10° células) e células T
purificadas (painel B: 2 x 10° células) foram misturadas com.células estimu-
ladores compreendidas de PMBCs aut(’)logas (xAuto), PBMCs alogénicas
(xAllo), ou celulas progenitoras hepaticas adultas (xHelp). Quantidades dife-
rentes dessas células estimuladores foram testadas (barra azhl = 12,5 x 10%;
barra purpura = 25 x 10° células; barra amarela = 50 x 10° células).

As PMBCs alogénicas elicitaram uma imunorresposta, conforme
detectada por absorcao de ?‘H-ti-midina da populagao de células T proliferéti-
vas. Em contraste, a magnitude da proliferagédo de células T para as células
progenitoras hepéaticas nao foi significahtemente diferente da resposta para
PBMCs de controle autdlogas. Esses dados suportam a concluséo que as
células-tronco/progenitoras hepaticas adultas ndo sao imunogénicas. '

Usando uma preparagdo diferente de células-tronco/hepaticas
progenitoras adultas, foi realizado um experimento para avaliar a imunogeni-
cidade destas ceélulas. Experimentos adicidnais foram também conduzidos

para avaliar a capacidade de imunossupressao dessas ceélulas. As figuras 4-

7 revelam que as células EpCAM+ ndo estimularam uma resposta prolifera-

tiva de células T de qualquer um dos dois diferentes doadores de PMBC e
células T. '

Os resultados dos experimentos de imunossupressdo saoc mos-
trados na figura 8. Os dados revelam que as células tronco/progenitoras he-
paticas adultas ndo suprimem a resposta da MLR. A concluséo desse expe-
rimento é que as células EpCAM nao tém capacidade imunussupressora.

Tomados juntos, fanto as Umix como os Hepatécitos Expandidos

sdo imunogénicos na medida em que eles estimulam uma quantidade signi-
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ficativa de proliferacdo de células T acima da resposta residual as PMBCs
autdlogas. Contudo, Hepatécitos Expandidos séo signifibantemente mais
imunogénicos que células Umix e eles estimularam diretamente as células T
purificadas sugerindo que estas células (ou uma subpopula¢édo destas célu-
las) podem funcionar como células apresentadoras de antigeno. Em contras-
te, as células Umix estimularam fracamente as células T purificadas com
relacdo as PMBCs, sugerindo que-.as células Umix ndo podem funcionar
como APCs e requerem o auxilio de APC da populagdo de PBMC para esti-
mular uma resposta. |

Esses dados sugerem que ambas as populagdes de células (U-
mix e Hepatécitos Expandidos) sao provaveis de induzir uma resposta de
células T quando transplantadas para um recipiente -alogénico com um sis-
tema imunolégicb intacto. Seria Aesperado que a populagéo'de'Hepatécito‘s
Expandidos elic_itassé uma imunorresposta mais robusta que as células Umix
in vivo. '

Celulas tronco/progenltoras hepatlcas adultas nao parecem ser
|munogemcas como evidenciado por sua deficiéncia em estimular S|gnmcan-
te quantidade de proliferacdo de células T acima da resposta residual as
PMBCs autélogas. Também, células-tronco/progenitoras hepaticas adultas
ndo sdo imunossupressoras, como evidenciado por sua incapacidade de

suprimir quantidades significantes de proliferacdo de células acima da res-

posta residual as PMBCs autélogas. Finalmente, os resultados sugeréem que

células-tronco/progenitoras hepaticas adultas (células positivas para Ep-
CAM) ndo expressam niveis baixos de moléculas MHC (provavelmente ne-
nhuma classe Il) e elas nao sao mais provavelmente deficientes em expres-
sar moléculas co-estimuladoras (CDSO, CD86). Assim, as células-tronco/
progenitoras hepaticas adultas (células positivas para EpCAM) podem ser
boas candidatas para transplante de células alogénicas.

Certamente, células-tronco/progenitoras hepaticas humanas de-
rivadas de adultos, conforme definidas pela expressao EpCAM, Alb, e CK19,
sdo uteis como um produto de terapia de células hepéticas imunoprivilegia-

das. Ensaios de sobrevivéncia de xenoenxertos in vivo usando células-
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tronco/progenitoras hepaticas humanas derivadas de adulto podem ser en-

xertados em um sitio convencional (isto é nao-imunoprivilegiado), por exem-

plo, embaixo da capsula do rim usando técnicas estabelecidas. Quando de-

sejavel, um numero idéntico de hepatécitos maduros -derivados de adulto.
pode ser implantado em animais de controle.

' Uma incisdo na pele pode ser feita no flanco de camundongos
recipientes, a parede muscular incisada e o rim exteriorizado. Uma bolsa
subcapsular pode ser criada entre o rim e o cértex do rim, e as células usa-
das para o enxerto colocadas na bolsé. O rim pode ser reposto na cavidade
abdominal e a pele fechada com grampos. A -avaliacao in vivo da sobrevi-
véncia do enxerto pode ser feita por inspec¢ao visual usando um microécépio
de operagado em tempos SeleCionados pés-implante. Uma avaliagdo da apa-
réncia do enxerto (por exemplo, necrose) e do crescimento interno vascular
pode ser feita no curso de tempo (por exemplo, 1 hora, 1 dia, 7, 14, 21, 28
dias). - |

Além disso, estudos histoquimicos para CD45 em um curso de
tempo similar das secgbes congeladas de enxertos colocadas sob a capsula
de rim podem ser adicionalmente realizados. O antigeno CD45 é uma tirosi-
na fosfatase, também conhecida como o antigeno comum de leucdcito
(LCA). CD45 esta presente em todas as células humanas de origem hema-
topoiética, exceto células eritréides, plaquetas e suas células precursoras. A
molécula CD45 é requerida para ativagao de céluias T e células B e é ex-
pressa em pelo menos 5 isoformas, dependendo do estado de ativagao da
célula. Uma falta de acumulo de células CD45+ no sitio de enxerto indica
geralmente falta de uma imunorresposta pelo hospedeiro, suportandb a no-
cao que as células venxertadas sao nao imunogeénicas. Esse achado pode
ser esperado formar o transplante de células-tronco/progenitoras hepaticas
humanas adultas. Inversamente, os camundongos de controle, nos quais
hepatdcitos maduros derivados de adulto sdao enxertados, sao para terem
indicagbes de uma imunorresposta vigorosa, como indicada por células en-
xertadas necréticas, falta de crescimento interno vascular, e acumulo de cé-
lulas CD45+.
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Desse modo, o uso de células-tronco hepaticas substancialmen-

te nao imunogénicas para tratar disfungdo hepatica pode aliviar em maior

parte, ou em sua totalidade, a necessidade por imunossupressores comuns.

Células-tronco hepaticas podem ser assim empregadas para repopular figa-
dos doentes e/ou com disfungdo em pacientes mamiferos e assim recuperar,
em parte, a fungao hepatica perdida. ‘

No laboratério, essa capacidade pode ser determmada usando-
se, por exemplo, camundongos fémeas Balb/c (8 a 12 semanas de idade) e
injeta-las com 1 ml/kg de teratogénio, tal como CCls, duas vezes na semana
por um total de 8 vezes, para induzir lesdo no figado. A quimica sanguinea
de alanina transaminase pode ser conduzida nos camundongos na conclu-
sdo do periodo de tratamenfo para documentar a lesédo no figado. A eleva-
¢éo dos niveis de enzimas em relagao aos camundongos de controle nao
tratados deve ser avaliada antes da inclusdo dos animais no estudo. O
transplante de células-tronco hep’éticas humanas adultas nos camundongos
recipientes pode ser efetuado por meio da injecéo intra-esplénica. '

Doses varidveis de células podem ser transplantadas com uma
doée maxima preferivel de 10° células/camundongo em cortes de 10 annmals'
sob cada condigdo. Os animais podem ser monitorados em um curso de
tempo para evidéncia da fungdo hepatica aperfeigoada pelos seguintes crité-
rios: alanina transaminase, albumina, proteina total, colesterol, e trigliceri-
deos. Quaisquer animais gue mostrem sinais de sofrimento durante o estudo
devem ser eutanizados, jA que os estudos ndo devem ser conduzidos com
morte como um ponto final.

Assim, grupos de cinco animais sob cada condigdo de transplan-
te podem ser eutanizados 4 e 16 semanas poés-transplante. Os seguintes
6rgaos podem ser colhidos: figado, rim, cérebro, corag@o, pulmoes, baco.
Espécimes de soro podem ser também obtidos para quimica do sangue de
rotina e CBC. Similarmente, os 6rgdaos podem ser processados quanto a a-
nélise imunoistoquimica, H&E, e RNA. Por conseguintes, 0s especimes sao
coloridos com anticorpos para detectar os marcadores das células transplan-

tadas (anticorpos de anti-beta galactosidase).
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Alternativamente, andlise FISH para detec¢ao do cromossomo Y
pode ser conduzida para identificar as células machos trahsplantadas. Sec-
coes em série sdo monitoradas quanto a expressdo de proteinas hepéaticas
(no figado) bem como coloragdo com DAPI para determinar a ploidia das
células (para avaliar a possibilidade de fusao celular). Sec¢gbes em série de
baco, rim, cérebro, pulmao, coragao evidenciariam células transplantadas
fora do figado.

| Uma abordagem alternativa pode envolver o transplantes de cé-

~ lulas-tronco hepéticas humanas adultas em camundongo deficiente em A-

poE. Em resumo, camundongos homozigéticos para mutagdo Apoetm 1 Unc
mostram um aumento acentuado dos niveis de colesterol plasmatico total
que nao sao afetados por idade ou sexo. Estrias gordurosas na aorta proxi-
mal sdo encontradas aos 3 meses de idade. As lesbes aumentam com a
idade e progridem para lesdes com menos células lipidicas, porém mais a-
longadas, tipicas de um estado mais avan¢ado de lesao pré-aterosclerdtica.

Niveis de trigliceridios moderadamente aumentados tém sido reportados em

- camundongos com esta mutagdo em um meio genético misto de C57BL x

129. Camundongos deficientes em APOE envelhecidos (> 17 meses) tém
mostrado qué desenvolvem lesdes xantomatosas no cérebro consistindo na
maior parte em fissuras do colesterol cristalino, glébulos de lipideo, e células
espumosas. Xantomas menores foram vistos no plexo cordide e fornice ven-
tral. Estudos recentes indicam que camundongos deficientes em APOE tém
respostas ao estresse alteradas, aprendizado espacial e meméria compro-
metidos, e potenciagao de longo prazo alterada e lesao sinaptica.

Esses camundongos podem ser usados como hospedeirds para
transplantar células-tronco hepaticas adultas humanas por meio de uma in-
jecao intra-esplénica em camundongos homozigoticos, de 4 a 6 semanas de
idades, B6.129p2-Apoetm 1 Unc. Os grupos recipientes podem incluir 5 ani-
mais em cada grupo: Grupo 1: controle — injecdo de solugéo salina; sem cé-
lulas; Grupo 2 — 1 x 10° células-tronco humanas; Grupo 3 - 2 x 108 células-
tronco humanas; Grupo 4 — 5 x 10° células-tronco humanas, Grupo 5 - 1 x

10° hepatécitos maduros humanos. Uma taxa de mortalidade de ~15% pode
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ser esperada em experimentos de transplante com base em controles de

historicos.

A andlise de ponto final conduzida no curso de tempo seguinte
ao transplante pode incluir ApoE (analisado no soro por analise Western |
blot, em pontos de tempo selecionados de 2 semanas, 4 semanas, 8 sema-
nas, 12 semanas). A deteccdo de ApoE nesses camundongos previamente
deficientes, seguinte ao transplante de células-trono hepaticas humanas a-
dultas, suporta a nogao que estas células podem ser usadas sem imunossu-
pressao do recipiente para reconstituir a funcao hepdtica.

Embora a invengéo tenhé sido descrita em conexdo com moda-
lidades especificas da mesma, sera entendido que ela é capaz de posterio-
res modificagoes e este pédid'o tem o objetivo de cobrir quaisquer variagoes,
Usos, ou a'lte'ragées da invencdo a seguir. Em geral, os principios da inven-
cdo e inclusive tais divergéncias da presente exposi¢do conforme contidas
dentro da pratica conhecida ou usual da técnica a qual a invengao pertence
e conforme podem ser aplicadas as caracteristicas es'senciais' estabelecidas

acima e como a seguir nos escopo das reivindicagbes apensas.
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REIVINDICACOES
1. Método paravrepopular o compartimento do figado de um
mamifero, que compreende:
(a) proporcionar progenitores hepaticos nao imunogénicos iso-
lados; e
(b) introduzir os ditos progenitores hepaticos isolados em um
compartimento do figado de um mamifero, com a condigéao
que tal introdugdo seja efetuada em auséncia de quantida-
des imunossupressoras de um imunossupressor. |
2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que os progeni-
tores hepaticos isolados sao introduzidbs por implantagao ou injegéo.
3. Método, de acordo com a reivindicagao 1, em que uma quan-

tidade subimunossupressora de um imunossupressor € administrada ao

mamifero. .

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 3, em que a quantida-
dée subimunossupressora é menor que cerca de 10 mg de um imunossu-
pressor por quilograma do mamifero. |

5. Método, de acordo com a reivindicacao 3, em que a quantida-
de subimunossupressora € menor que cerca de 5 mg de um imunossupres-
sor por quilograma do mamifero.v‘ '

6. Método, de acordo com a reivindicagédo 3, em que a quantida-
de subimunossupressora é menor que cerca de 3 mg-de um imunossupres-
sor por quilograma do mamifero.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 3, em que a quantida-
de subimunossupressora € menor que cerca de 0,1 mg de um imunossu-
pressor por quilograma do mamifero. |

8. Método, de acordo com a reivindicagao 3, em que O imunos-
supressor é selecionado do grupo que consiste em prednisona, azatioprina,
cilosporina, e micofenolato.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o mamifero
€ um nao-humano.

10. Método, de acordo com a reivindicagao 1, em que o mamife-
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ro € um ser humano.

11. Método, de acordo com a reivindicagdao 10, em que o huma-

no é um recipiente alogénico.

12. Método, de acordo com a reivindicagéo 11, em que o recipi- |
ente alogénico ndo esta nem imunocomprometido, nem imunoprivilegiado.

13. Método, de acordo com a reivindica¢gdo 1, em que 0s proge-
nitores hepaticos nao imunogénicos isolados sao ainda caracterizados como
N&0 iMuUNOSSUpPressores. »

14. Método, de acordo corh a reivindicacao 1, em que 0s proge-
nitores hepaticos nao imunogénicos‘ sdo positivos para expressao de Ep-
CAM.
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RESUMO ‘
Patente de Invengdo: "METODO PARA USAR PROGENITORES HEPATI-
COS PARA TRATAR DISFUNGCAO HE_PATICA", - :

A bresente invengéao refere-se a métodos para usar progenitores
hepaticos no tratamento de dlsfungao hepatica. Mais particularmente, meto-
dos para-usar células progenltoras hepaticas, inclusive células-tronco, no
tratamento de disfungao hepatlca em ausencna de quantldades |munossu-'

pressoras de um lmunossupressor
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