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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "USO DE CE-

- LULAS-TRONCO MESENQUIMAIS PARA O TRATAMENTO DE DOEN-

CAS E DISTURBIOS GENETICOS".

Este pedido reivindica prioridade com base no pedido provisério
numero de série 60/758.387, depositado em 12 de janeiro de 2006, cujo con-
tetido é incorporado por referéncia em sua totalidade.

A invencdo esta relacionada as células-tronco mesenquimais.
Mais particularmente, esta invengao esta relacionada ao uso de células-
tronco ‘mesenquimais para o tratamento de doencgas e disturbios genéticos.

Ainda mais particularmente, esta invengéo esta relacionada ao uso de célu-

las-tronco mesenquimais para o tratamento de doengas ou disturbios genéti-

" cos que sdo caracterizados por inflamagédo de pelo menos um tecido e/ou

pelo menos um 6rgao.

Células-tronco mesenquimais (MSCs) sao células-tronco multi-

potentes que podem se diferenciar facilmente em linhagens que incluem os-

teoblastos, midcitos, condrécitos e adipdcitos (Pittenger et al., Science, Vol.
284, p. 143 (1999); Haynesworth et al., Bone, Vol. 13, p. 69 (1992); Prockop,
Science, Vol. 276, p. 71 (1997)). Estudos in vitro demonstraram a capacida-
de de MSCs para se diferenciar em musculo (Wakitani et al., Muscle Nerve,
Vol. 18, p. 1.417 (1995)), precursores tipo neuronais (Woodbury et al., J.

Neurosci. Res., Vol. 69, p. 908 (2002); Sanchez-Ramos et al., Exp. Neurol.,

Vol. 171, p. 109 (2001)), cardiomiécitos (Toma et al., Circulation, Vol. 105, p.
93 (2002); Fakuda, Artif. Organs, Vol. 25, p. 187 (2001)) e possivelmente
outros tipos de células. Além disso, foi demonstrado que as MSCs fornecem
camadas de alimentagéo eficazes para expansao de células-tronco hemato-
poiéticas (Eaves et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., Vol. 938, p. 63 (2001); Wagers
et al., Gene Therapy, Vol. 9, p. 606 (2002)). Estudos recentes com diversos
modelos animais demonstraram que as MSCs podem ser uteis no reparo ou
regeneragdo de tecidos 6sseos, cartilaginosos, de menisco ou miocardico
danificados (DeKok et al., Clin. Oral Implants Res., Vol. 14, p. 481 (2003));
Wau et al., Transplantation, Vol. 75, p. 679 (2003); Noel et al., Curr. Opin. In-
vestig. Drugs, Vol. 3, p. 1.000 (2002); Belles et al., J. Cell. Biochem. Supl.,
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Vol. 38, p. 20 (2002); Mackenzie et al., Blood Cells Mol. Dis., Vol. 27 (2002)).
Varios investigadores utilizaram MSCs com resultados encorajadofes para
transplante em modelos animais de doenga que incluem osteogénese imper-
feita (Pereira et al., Proc. Nat. Acad. Sci., Vol. 95, p. 1.142 (1998)), mal de
Parkinson (Schwartz et al., Hum. Gene Ther., Vol. 10, p. 2.539 (1999)), lesdo
da medula espinhal (Chopp et al., Neuroreport, Vol. 11, p.-3.001 (2000); Wu
et al., J. Neurosci. Res., Vol. 72, p. 393 (2003)) e disturbios cardiacos (Tomi-
ta et al., Circulation, Vol. 100, p. 247 (1999); Shake et al., Ann. Thorac. Surg.
Vol. 73, p. 1.919 (2002)). Significativamente, também foram relatados resul-
tados promissor’es em experimentos clinicos para osteogériese imperfeita
(Horwitz et al., Blood, Vol. 97, p. 1.227 (2001); Horowitz et al. Proc. Nat. A-
cad. Sci., Vol. 99, p. 8.932 (2002)) e enxerto aperfeicoado de transplanteé
heterélogos de medula 6ssea (Frassoni et al., Int. Society for Cell Therapy,
SA006 (resumo) (2002); Koc et al., J. Clin. Oncol., Vol. 18, p. 307 (2000)).

As requerentes descobriram que células-tronco mesenquimais,
quando administradas sistemicamente como, por exemplb,- por administra-
¢ao intravenosa ou intra-0ssea, migram em direcao e se enxertam dentro do
tecido inflamado. Dessa forma, de acordo com um aspecto da presente in-
vengao, é fornecido um método de tratamento de uma doenga ou um distur-
bio genético em um animal e, mais particularmente, um método de tratamen-
to de uma doenca ou um disturbio genético caracterizado ‘por pelo menos
um tecido ou érgéo inflamado do animal. O método compreende a adminis-

tracéo ao animal de células-tronco mesenquimais em uma quantidade eficaz

para tratar a doenga ou o disturbio genético no animal.

Embora o escopo da presente invengao nao se limite a qualquer
consideragao tedrica, células-tronco mesenquimais (MSCs) infundidas se
dirigem, ou seja, migram em direcdo e se enxertam, dentro do tecido infla-
mado. Foi descrito um envolvimento inflamatério para varias doengas gené-
ticas que incluem, sem limitacdo, doencga renal policistica, fibrose cistica,
doenca de Wilson, doenca de»Gaucher e doenga de Huntington, pOr exem-
plo. A presenca de inflamagao dentro do tecido ou érgaos afetado por esses
e por outros disturbios genéticos podem facilitar o direcionamento das MSCs
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aos tecidos e/ou 6rgaos inflamados, e facilita o enxerto das MSCs.

A A administragao das MSCs pode corrigir disfungéo tecidual e/ou
organica causada por um defeito genético, na medida em que as MSCs car-
regam uma cépia do ti‘po selvagem do gene que esta defeituoso no animal
tratado. A administracdo das MSCs ao paciente resulta no enxerto de células
que carregam o gene do tipo selvagem nos tecidos e/ou érgaos afetados

‘pela doenca. As MSCs enxertadas irdo se diferenciar de acordo com o am-

biente local. Mediante a diferenciacdo, as MSCs irao expressar a versdo do
tipo selvagem da proteina que esta defeituosa ou ausente no tecido circun-
dante. O enxerto e a diferenciacdo das MSCs do doador dentro do tecido

-e/ou 6rgdo defeituoso corrigirdo a fungédo do tecido e/ou érgao.

Além disso, a transdugdo genética das MSCs do doador nio é

 necessaria, na medida em que as MSCs do doador possuem uma versao do

tipo selvagem enddgena do mesmo gene que esta defeituoso no animal tra-
tado. A correcdo da fungao do tecido e/ou érgao resulta da presehga desse
gene do tipo selvagem. ,

| O uso de MSCs como veiculo para a liberagao do gene do tipo
selvagem fornecera copias normais de todos os genes, os quais, quando
mutados, levam ao desenvolvimento da doenga genética a ser tratada. Isso

é verdade: (1) caso o(s) defeito(s) do gene tenha sido identificado; (2) caso a

“contribuicdo da forma mutada do(s) gene(s) para o desenvolvimento da do-

enca seja conhecida, e (8) caso a doenga resulte de uma unica mutagao ge-
nética ou uma combinacdo de mutagdes genéticas. A expressdo da forma
normal das proteinas, as quais, quando ndo funcionais, contribuem para o
desenvolvimento da doenga, irda melhorar ou corrigir a fungao de técidos da-
nificados pela doenga.

Em geral, a doenga ou o disturbio genético a ser tratado € uma
doenga ou um disturbio genético caracterizado por pelo menos um tecido ou
orgao inflamado, embora outras doengas e disturbios genéticos também
possam ser tratados. Doengas ou disturbios genéticos que podem ser trata-
dos de acordo com a presente inven¢ao incluem,.sem limitagao, fibrose cis-

tica, doenga renal policistica, doenga de Wilson, esclerose lateral amiotréfica
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(ou ALS ou doenca de Lou-Gehrig), distrofia muscular de Duchenne, distrofia
muscular de Becker, doenga de Gaucher, mal de Parkinson, mal de Alzhei-
mer, doenga de Huntington, sindrome de Charcot-Marie-Tooth, sindrome de
Zellweger, sindrome poliglandular auto-imune, sindrome de Marfan, sindro-
me de Werner, adrenoleucodistrofia (ou ALD), s:’ndrorhe de Menkes, osteo- |
petrose infantii maligna, ataxia espinocerebelar, atrbfia muscular. espinhal
(ou SMA) e malabéorgéo de glicose galactose.

Por exemplo, a fibrose cistica (CF) é um disturbio genético ca-
racterizado por fu'ncionalidade alterada de células secretoras’nos pulmoes,
pancreas e outros 6rgaos. O defeito da secre¢do nessas células é causado
pela auséncia de uma cépia funcional do gene Regulador da Condutancia
Transmembrana da Fibrose Cistica (CFTR). As mutagbes no gene CFT R
resultam no surgimento de um muco pegajoso, anormalmente espesso, for-
rando os pulmdes, que obstrui as passagens aéreas e leva a infecgdes po-
tencialmente fatais. Além disso, as secre¢bes espessas no péncréas evitam
que as enzimas digestivas alcancem os intestinos, levando-a um ganho de
peso deficiente. o '
A A administragéo de MSC pode ser empregada para tratar os sin-
tomas de CF pelo fornecimento de genes CFTR do tipo selvagem (normais)
aos tecidos afetados pela doenga. A localizagdo de MSCs liberadas sistemi-
camente aos pulmoes é efetuada tanto pela via do fluxo circulatério quanto
pela resposta de migracao de MSCs para os tecidos inflamados. Os pacien-
tes com CF tipicamente sofrem de infec¢des frequentes dos pulmdes por

Pseudomonas aeruginosa. Ciclos sucessivos de infecgao por Pseudomonas

e resolucdo sdo acompanhados por inflamagao e cicatrizagao. Os marcado-
res inflamatdrios nos pulmdes de pacientes com.CF incluem TNF-a e MCP-
1, quimiocinas conhecidas por promoverem recrutamento de MSC.

Apos integracdo dentro dos tecidos afetados, as MSCs se dife-
renciam (amadurecem) de acordo com o ambiente local, e comegam a pro-
duzir proteina CFTR funcionalmente normal. A presenga de células que con-
tém uma forma ativa da proteina aumenta ou corrige o defeito secretor ob-

servado em tecidos de CF. A liberagcao de MSC também limita a progressao
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de fibrose e a expansao da cicatriz nos pulmdes de pacientes com CF.

A doenga de Wilson é um disturbio genético do trahsporte de
cobre, causando acumulo de cobre e toxicidade hepatica, do cérebro, olhos
e em outros locais. O figado de uma pessoa que tem a doenga de Wilson
ndo libera cobre na bile corretamente. Um defeito no gene ATP7B é respon-
savel pelos sintomas da doenga de Wilson.

O acumulo de cobre no. figado produz dano tecidual caracteriza-

do por inflamagéo e fibrose. A resposta inflamatéria da doenga de Wilson

envolve TNF-oc, uma quimiocina conhecida por promover o recrutamento de
MSCs para o tecido danificado. Por conseguinte, MSCs liberadas sistemi-
camente migram para regides hepaticas inflamadas em pacientes com do-
enca de Wilson. Mediante enxerto, as MSC se diferenciam para formar he-
patdcitos e iniciam a expressdo da cépia normal do gene ATP7B e a produ-
cao de proteina ATP7B funcional.

Hepatdcitos derivados de MSCs liberadas exogenamente, por-
tanto, irdo realizar o transporte normal de cobre reduzindo ou atenuando,
dessa forma, o acumulo de cobre em excesso no figado. A maturagao de
MSCs com especificidade de localizagdo também pode reduzir o acumulo.
cobre no cérebro e nos olhos. A redugao do acumulo de cobre nesses teci-

dos resolvera os sintomas da doenca de Wilson em pacientes tratados por

“terapia com MSC.

A esclerose amiotrdfica lateral (ALS ou doenca de Lou Gehrig) €
um disturbio neurolégico caracterizado por degeneragdo progressiva das
células neuronais motoras na medula espinhal e no cérebro, o que ao final
leva a paralisia e morte. O gene SOD1 (ou gene ALS1) esta aésociado a
muitos casos de ALS familiar (Nature, Vol. 362: 59-62). A enzima codificada

pelo SOD1 remove radicais superoxido ao converté-los em substéncias ino-

fensivas. Os defeitos na agdo de SOD1 causam morte celular em fungdo dos

niveis excessivos de radicais superdxido. Varias mutagoes diferentes nessa
enzima resultam em ALS, o que torna dificil a determinagao da causa mole-
cular exata da doenga. Outros genes conhecidos que, quando mutados, con-
tribuem para o surgimento de ALS incluem ALS2 (Nature Genetics, 29(2).
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166-73.), ALS3 (Am. J. Hum. Genet., janeiro de 2002 70(1): 251-6) e ALS4
(Am. J. Hum. Génet. junho; 74(6)). _ |

Suspeita-se que haja varios genes atualmente nao identificados
que contribuem para a suscetibilidade a ALS. Isso ocorre particularmente em
pacientes com ALS nao familiar. O tratamento corh MSC fornece cépias
normais desses genes aos pacientes com ALS, pois és MSCs do doador séo
obtidas de doadores saudaveis, e as mutagcdes que levam ao desenvolvi-
mento de ALS séo raras. o

0 uso_dé MSCs como veiculo para a liberacdao de gene do tipo
selvagem fornecera copias normais de todos os genes, os'quais, quando
mutados, levam ao-desenvolvimento da ALS. Isso ocorre: (1) se o(s) defei-
to(s) do gene tiver(em) sido identificado(s), (2) se a contribuicao da formé
mutada do(s) gene(s) para o desenvolvimento de ALS for conhecida, e (3) se
a doenca for causada de uma unica mutagao genética ou uma combinagao
de mutacdes genéticas. A expressao da forma normal das protéinas que,
quando nao funcionaAis,‘ contribuem para o desenvolvimento da ALS, ira res-
taurar a fungao muscular em pacientes.com ALS. '

Distrofias musculares sao doengas que envolvem a destruicao
progressiva dos musculos voluntarios, afetando eventualmente os musculos
que controlam a funcé@o pulmonar. As distrofias musculares de Duchenne e
Becker sdo causadas por mutagdes no gene que codifica a -proteina distrofi-
na. Na distrofia muscular de Duchenne, a doenga mais severa, a proteina

distrofina normal esta ausente. Na distrofia muscular de Becker, mais leve, é

feita alguma distrofina normal, mas em quantidades insuficientes.

A Distrofina transmite integridade estrutural as células muscula-
res ao conectar o citoesqueleto a membrana plasmatica. As células muscu-
lares qué ndo possuem ou que possuem quantidades insuficientes de distro-
fina também sdo relativamente permeéaveis. Componentes extracelulares
podem penetrar nessas células mais permeaveis, aumentando a pressao
interna até que a célula muscular se rompa e morra. A resposta inflamatéria
subsequente pode se somar ao dano. Os mediadores inflamatorios na distro-

fia muscular incluem TNF-o. (Acta Neuropathol. (Berl)., fevereiro de 2005;
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109(2): 217-25. Epub 16 de novembro de 2004), uma quimiocina conhecida
por promover migracao de MSCs para o tecido danificado.

A liberagdo de MSCs contendo um gene normal de distrofina
trata os sintomas da distrofia muscular de Duchenne e de Becker da se_guine
te forma: a migragdo de MSCs para o musculo degenerativo'iré resultar na
diferenciacdo de MSCs de acordo com o ambiente local, nesse caso, para

formar células musculares. As MSCs que se diferenciam para formar muscu-

lo expressardo a proteina distrofina normal, pois essas células carregam o

gene normal de distrofina. As células musculares derivadas de MSCs irdo se

fundir com células musculares enddgenas, fornecendo a proteina distrofina

‘normal para a célula multinucleada. A fusdo bem-sucedida de MSCs que

expressam distrofina com mioblastos humanos em diferenciacéo foi relatada

em um artigo intitulado, "Human mesenchymal stem-cells ectopically expres-

sing full-length dystrophin can 'complement Duchenne muscular dystrophy

myotubes by cell fusion" (Gongalves et al., Advance Access publicado online
em 1° de dezembro de 2005 em "Human Molecular Genetics"). Quanto mai-
oro grau de enxerto de MSCs dentro do musculo degenerativo, mais pareci-
do o tecido muscular sera com o musculo normal, estrutural e funcionalmen-
te. | |

A doenga de Gaucher é causada pela incapacidade de produ-

'¢ao da enzima glucocerebrosidase, uma proteina que normalmente degrada

um tipo particular de gordura chamada glucocerebrosideo. Na doenga de
Gaucher, glucocerebrosideo se acumula no figado, bago e medula bssea.

A doenca de Gaucher pode ser tratada pela liberagdo de MSCs
que possuem urha cépia normal do gene que codifica a glucocerebrosidase. '
O dano tecidual causado pelo acumulo de glucocerebrosideo produz uma
resposta inflamatéria que causa a migragédo de MSCs para as regides danifi- -
cadas. A resposta inflamatéria na doenga de Gaucher envolve TNF-o, uma
citocina conhecida por recrutar MSCs para areas de dano tecidual (Eur. Cy-
tokine Netw., junho de 1999; 10(2): 205-10). Apds serem enxertadas dentro
do tecido danificado, as MSCs irdo se diferenciar para substituir tipos celula-

res ausentes de acordo com as indicagbes ambientais locais. As células de-
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rivadas de MSCs terdo a capacidéde de degradar glucocerebrosideo nor-
malmente, em fungéo da expressao da capacidade para éxpressar glucbce-
rebrosidase ativa por essas células.

A enzima glucocerebrosidase liberada por via intravenosa é efi-
caz para retardar a progressao, ou até mesmo reverteAr, os sintomas da do-
eng¢a de Gaucher (Biochem. Biophys. Res. Commun;, 28 de maio de 2004;
318(2): 381-90). Nao se sabe se MSCs do tipo selvagem iréo produzir gluco--
cerebrosidase que sera disponivel externamente para as células derivadas
de MSCs que prod_uz'em a enzima. Caso isso ocorra, a expressao de gluco-
cerebrosidase pOrv MSCs derivadas exogenamente reduzira os niveis de glu-
cocerebrosideo no tecido circundante. Nesse Caso, os beneficios da terapia
com MSCs para a doenga de Gaucher se baseariam nao apenas na contri-
bui¢do das células que possuem a capacidade de degradar a glucocerebro-
sideo, mas também no fato de que essas células também podem fornecer
glucocerebrosidase as células vizinhas, resultando na redugéode glucoCe-'
rebrosideo no tecido nativo.

O mal de Parkinson (PD) é um disturbio do sistema motor decor-
rente da perda de células cerebrais produtoras de dopamina. Os sintomas
primarios da PD sé&o tremor, rigidez dos membros e do tronco, bradicinesia e
alteragdes do equilibrio e da coordenagdo. Uma caracteristica patolégica
classica da doenca é a presencga de um corpo de inclusao, denominado cor-
po de Lewy, em muitas regides do cérebro.

Acredita-se geralmente que haja um componente genético na

PD, e que diversas mutagdes distintas podem causar o surgimento da doen-

ca. Um gene que supostamente esta envolvido em pelo menos alguns casos
de mal de Parkinson é o ASYN, que codifica a proteina alfa-sinucleina. O
acumulo de alfa-sinucleina em placas de corpo de Lewy é uma caracteristica
tanto do mal de Parkinson quanto do mal de Alzheimer. '
Ainda néo esté claro se o acumulo de alfa-sinucleina é a causa
basica do dano neural no mal de Parkinson -ou consequéncia da morte da
célula neural. Caso o acumulo de alfa-sinucleina seja a causa primaria da

degeneracdo neural, entdo uma possibilidade € que uma ou mais proteinas
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adicionais responsaveis pela regulacdo da expressdao ou acumulo de alfa-
sinucleina declinem com a idade. Portanto, acredita-se que um mecanismo
pelo qual a terapia com MSC poderia tratar a PD seja o fornecimento de uma
fonte renovada de uma ou mais dessas proteinas reguladoras
Independentemente da base genética da doenga, a liberacao de
MSCs aos pacientes com PD resulta na substituicao de células produtoras

_de dopamina. A inflamagao resultante da morte da célula neuronal deve in-:

duzir a migragdo de MSCs diretamente para as regides afetadas do cérebro.
| O mal de Alzheimer produz uma perda progressiva da capaci-
dade de se lembrar de fatos e eventos e, eventualmente, reconhecer amigos
e familiares. A patologia dos cérebros de pacientes com Alzheimer é carac-
terizada pela formacgéo de lesdes feitas por células cerebrais fragmehtadas
circundadas por proteinas da familia amildide. |
A liberacgdo de MSCs que contém cépias normais dos genes de
presenilina-1 (PS1), presenilina-2 (PS2) e possivelmente outros gehes ainda
nao identificados ira tratar as complicagéés do mal de Alzheimer. A inflama-
gé'o reshltante da fragmentagdo de células cerebrais caracteristicas da do-
enca atrai a migracdo de MSCs para a area. As MSCs podem se diferenciar
em tipos de células neurais quando situadas dentro do tecido neural danifi-
cado. Além disso, as metaloproteinases expressas e secretadas pelas MSCs

‘reduzem as lesGes caracteristicas encontradas nos cérebros de pacientes -

com Alzheimer por degradagéo das proteinas amilides e de outros tipos de
proteinas dentro dessas placas. A resolucdo de placas amildides ira propor-
cionar uma oportunidade para a diferencia¢cdo de MSCs e celulas-tronco en-
dogenas para a formag:ao de neurdnios.

A doenga de Huntington (HD) é uma doenga neurolégica dege-
nerativa hereditaria, que leva a diminuigao do controle de movimentos, perda

das faculdades intelectuais e disturbios emocionais. Uma mutagao no gene

HD, o gene que codifica a proteina de Huntington, eventualmente produz
degeneragao nervosa nos ganglios da basal e do cértex cerebral do cérebro.

Ainda nao est4 claro como as mutagdes no gene HD causam a
doenga de Huntington. A inflamagao associada a degeneragdo neural, no
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entanto, proporciona um ambiente que induz o recrutamento de MSCs. O
enxerto de MSCs nessas regides ira levar a diferenciagdo de acordo com o
ambiente local, incluindo maturacao de MSCs para formar neurdnios que

carregam a forma normal do gene HD. Um efeito da terapia com MSCs, por-
, tantd, € a substituicao de neurdnios perdidos pela degeneragao neural. '

Fatores que contribuem para o surgimento e/ou a progressao da

~doencga de Huntingtoh podem incluir uma diminuigdo associada a idade das

proteinas reguladoras que controlam o nivel de produgdo da proteina de
Huntington. Dessa forma, a administragéo»de MSCs restaura a disponibilida-
de desses constituintes reguladores. | | '

A sindrome de Charcot- Mane-Tooth (CMT) é caracterizada por
uma degeneragdo progressiva lenta dos musculos dos pés, a perna inferior,

méos e antebracos e uma ligeira perda de sensibilidade nos membros, e nos

dedos das maos e dos pés.

Os genes que produzem a CMT quando mutados sdo éxpressos
em células de Schwann e neurdnios. Vérias mutagdes diferentes e distintas,
ou combinagc")es de mutagdes, podem produzir os sintomas da CMT. Tam-
bém s&o conhecidos diferentes padrdes de hereditariedade das mutagdes da
CMT. Uma das formas mais comuns da CMT ¢ o Tipo 1A. Acredita-se que o
gene que estd mutado na CMT do Tipo 1A codifique a proteina PMP22, que

“esta envolvido no revestimento dos nervos periféricos com mielina, uma bai-

nha gordurosa |mportante na condugao nervosa. Outros tipos de CMT lnclu-
em o Tipo 1B, o tipo auto-s6mico-recessivo e ligado ao X.

A liberagdo de MSCs que expressam.uma cépia normal do gene
da CMT do Tipo V1A, do gene da CMT do Tipo 1B e/ou de outros génes pode
restaurar o revestimento de mielina dos nervos periféricos. Um componente
da resposta inflamatdria em regides degenerativas envolve a producédo e
secregéo de MCP-1 (proteina J quimioatrativa de mondcitos. Neurosci Res.,
15 de setembro de 2005‘; 81(6): 857-64), uma citocina conhecida por apoiar
a éstadia das MSCs no tecido danificado. O mecanismo de restauragao da
estrutura e da funcionalidade do tecido degenerativo dependera da mutagéo
especifica envolvida na promogao da doenga. |
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Outras doengas genéticas que podem ser tratadas pela adminis-
tragdo de MSCs s&o listadas abaixo.

Doenca renal policistica: a liberagao de uma forma.normal do
gene PKD1 pode inibir a formagao de cistos. |
Sindrome de Zellweger: a liberagao de uma cépia normal do ge-

ne PXR1 pelas MSCs corrige a fungdo do peroxissomo, normalizando o me-

tabolismo celular lipidico e a oxidagao metabdlica.

Sindrome poliglandular auto-imune: a doenga sera tratada pela
liberagdo de MSCs que expressam uma cépia normal do gene AIRE (regula-
dor auto-imune) e/ou regeneragdo do tecido glandular destruido durante a

progressao da doenga.

Sindrome de Marfan: a liberagdo de MSCs que expressam uma
forma normal do gene FBN1 causara a produgao da proteina fibrilina. A pre-

senca de fibrilina ird restaurar a integridade estrutural normal aos tecidos

conjuntivos.
Sindrome de Werner: a liberagao de MSCs que expressam for-

ma normal do gene WRN fornece uma fonte de células para renovagéo de

tecidos que nao envelhecem prematuramente.

Adrenoleucodistrofia '(ALD):>a liberacao de MSCs que expres-
sam uma forma normal do gene ALD resulta na ’mielinizagéo normal dos

‘neurénios no cérebro e/ou causara a regeneragado de areas danificadas da

glandula adrenal. |
Sindrome de Menkes: a liberagdo de MSCs que expressam uma

. copia normal de um gene ainda nio identificado ou de genes no Cromosso--

mo X que possuem a capacidade de absorver cobre ira resolver os sintomas
da doenga.
Osteopetrose_infantil maligna: MSCs que carregam cépias nor-

mais de genes que, quando mutados, contribuem para o surgimento de os-
teopetrose infantil maligna. Esses genes incluem o gene do canal de cloreto
7 (CLCN7), o gene da proteina transmembrana associada a osteopetrose
(OSTM1) e o gene regulador imune de células T (TCIRG1). A liberagdo de

MSCs pode corrigir a proporgao de osteoblastos/osteoclastos pelo forneci-
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mento de MSCs que podem atuar como precursores de osteoblastos e/ou
precursores para outros tipos de células que controlam a diferericiagéo de
osteoclastos. ,

Ataxia_espinocerebelar: a liberagdo de MSCs que expressam

uma forma normal do gene SCA1 fornece células que irdo se diferenciar pa-

ra formar novos neurdnios que produzem a proteina ataxina-1 (o produto do

‘gene SCA1) em niveis apropriados para substituir os neurénios do hospedei-

ro perdidos pela degeneragao neural. Também & possivel que o enxerto de
MSCs fornega proteinas que regulam a expressao da proteina ataxina-1.
Atrofia muscular espinhal: a liberagdo de MSCs que expressam

‘uma copia normal do gene SMA fornecera células que se diferenciardo para

formar novos neurdnios motores para substituir os neurdnios que morreram
durante a progressao da doenga.
Ma-absorgdo de glicose e galactose: a liberagdo de MSCs que

expressam copias normais do gene SGLT1 ira corrigir o transporte de glico-
se e galactose através do revestimento intestinal. ‘

Deve-se entender, no entanto, que 0 escopo da presente inven-
¢do nao se limita ao tratamento de qualquer doenga ou distarbio genético em
particular. | . , |

Em uma modalidade, o animal que recebe a administragao das

“células-tronco mesenquimais € um mamifero. O mamifero pode ser um pri-

mata, incluindd primatas humanos e ndo humanos.

Em geral, a terapia com células-tronco mesenquimais (MSCs)
se baseia, por exemplo, na seguinte sequéncia: coleta de tecido que contém
MSCs, isolamento e expansdo de MSCs e administragao das MSCs ao ani-
mal, com ou sem manipulagao bioquimica.

_ As células-tronco mesenquimais que sdo administradas podem
ser uma composi¢cdo homogénea ou podem ser uma populagdo mista de
celulas enriquecida em MSCs. Composi¢gdes homogéneas de células-tronco
mesenquimal podem ser obtidas pelo cultivo de células da medula ou perids-
teas aderentes, e as células-tronco mesenquimais podem ser identificadas

por marcadores especificos da superficie celular que s&o identificados com
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anticorpos monoclonais unicos. Um método para a obten¢gdo de uma popu-
lacao de célulasv enriquecida em células-tronco mesenquimais é desérito, por
exemplo, na Patente U.S. N° 5.486.359. Fontes alternativas para células-
tronco mesenquimais incluem, sem limitagao, sangue, pele, sangue do cor-
dao umbilical, musculo, gordura, 0sso e pericondrio. |

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas por
varios procedimentos. Por exemplo, as células-tronco mesenquimais podem
ser administradas sistemicamente, por exemplo, por administragdo intrave-
nosa, intra-arterial, intraperitoneal ou intra-6ssea. As MSCs também podem
ser liberadas por inje¢do direta aos tecidos e 6rgaos afetados pela doenga.
Em uma modalidade, as células-tronco mesenquimais sao administradas por
via intravenosa. Em outra modalidade, as células-tronco mesenquimais sao.
administradas por via intra-0ssea.

As células-tronco mesenquimais podem ser de diversas fontes,
incluindo fontes alogénicas, autélogas e xenogénicas.

Em uma modalidade, antes da administracdo das células-tronco
mesenquimais do doador, a populagdo de células-tronco mesenquimais do
hospedeiro é reduzida, 0 que aumenta a persisténcia das MSCs do doador.
A redugao da populagédo de células-tronco mesenquimais do hospedeiro po-
de,ser diminuida por qualquer de diversos meios conhecidos por aqueles
versados na técnica, incluindo, sem limitagao, irradiagao parcial ou total do
corpo e/ou procedimentos quimioablativos ou nao ablativos. ‘

Em uma modalidade nao limitante, o hospedeiro é submetido a

‘irradiagéo parcial ou total do corpo antes da administragao das MSCs do

doador. A radiagdo pode ser administrada como dose unica ou em doses
mdltiplas. Em uma modalidade, a radiagdo é administrada em uma quanti-
dade total de cerca de 8 Grays (Gy) a cerca de 12 Grays (Gy). Em outra mo-
dalidade, a radiagédo é administrada em uma quantidade total de cerca de 10
Gy a cerca de 12 Gy. A quantidade de radiag:_éo a ser administrada e o nu-
mero de doses administradas dependem de diversos fatores, incluindo a i-
dade, o peso e sexo do paciente, e da satde geral do paciente no momento
da administragéo.
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Em uma modalidade ndo limitante, quando. a populagdo de
MSCs do hospedeiro for reduzida através da irradiagao parcial ou total do
corpo e/ou de procedimentos quimioablativos ou ndo ablativos, serao admi-
nistradas células da medula éssea junto com as MSCs a fim de reconstruir o
sistema hematopoiético do hospedeiro. As células da medula Ossea podem

ser administradas sistemicamente por métodos como, por exemplo, adminis-

‘trag&o intravenosa, intra-arterial, intraperitoneal ou intra-éssea. A quantidade

de células da medula Gssea a ser administrada depende de diversos fatores,
incluindo a idade, o peso e sexo do paciente, o tratamento com radiacao
e/ou quimioablativo ou ndo ablativo dado ao paciente, a satde geral do pa-
ciente, e a fonte da medula dssea.

Em uma modalidade, as células da medula 6ssea sdo autdlogas
para o paciente. Em uma modalidade adicional, as células autélogas da me-
dula éssea sdo administradas em uma quantidade de 1 x 107 células a cerca
de 1 x 10® células por kg de peso corporal.

Em outra modalidade, as células da -medula éssea sao alogéni-
cas para o paciente. Em uma modalidade adicional, as células alogénicas da
medula éssea sdo administradas em uma quantidade de cerca de 1 x 10°
células a cerca de 3 x 10® células por kg de peso corporal.

As células-tronco mesenquimais sa@o administradas em uma

"quantidade eficaz para tratar a doenca ou o disturbio genético em um ani-

mal. Em uma modalidade, as células-tronco mesenquimais s&o administra-
das em uma quantidade de cerca de 1 X 10® MSCs por quilograma (kg) de
peso corporal a cerca de 10 X 10® MSCs por kg de peso corporal. Em outra
modalidade, as Vcélulas-tronco mesenquimais sao administradas em uma
quantidade de cerca de 4 X 10° MSCs por kg de peso corporal a cerca de 8
X 106A MSCs por kg de peso corporal. Ainda em outra modalidade, as célu-
Alas-tronc'o mesenquimais sao administradas em uma quantidade de cerca de
8 X 10® MSCs por kg de peso corporal. As células-tronco mesenquimais po-
dem ser administradas uma vez, ou podem ser administradas duas ou mais
vezes em intervalos periddicos de cerca de 3 dias a cerca de 7 dias, ou as

células-tronco mesenquimais podem ser administradas cronicamente, ou
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seja, durante toda a vida do animal, em intervalos periédicos de cerca de 1

més a cerca de 12 meses. A quantidade de células-tronco meseanimais a
serem administradés e a freqliéncia de administragdo dependem de diversos
fatores, incluindo a idade, o peso e sexo do paciente, a doenga ou o distur- .
bio genético a ser tratado, e a extensao e a gravidade deste.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas ém
conjunto com um veiculo farmacéutico aceitavel. Por exemplo, as células-
tronco mesenquimais podem ser administradas como uma suspensao de
células em um m'ejo liquido para injecao farmaceuticamente ‘aceitével. ‘Em
uma modalidade, o meio liquido farmaceuticamente aceitavel ‘é uma solugao
salina. A solugédo salina pode conter materiais adicionais, tais como dimetil-
sulféxido (DMSO) e albumina sérica humana.

A invencgdo sera agora descrita com relagdo aos exemplos se-
guintes; no entanto, o0 escopo da presente invengao nao deve ser por eles
limitado.

Exemplo 1 - Células-tronco mesenquimais para o tratamento de fibrose cisti-

ca

| O aumento da persisténcia das MSCs doador pode ser obtido
por redugao da populagdo de MSCs do hospedeiro através do uso de irradi-
agéo total do corpo e/ou por procedimentos quimioablativos ou n&o abl.ati-
vos, antes da liberagdao de MSCs do doador ao paciente. Esse procedimento
fornece um nicho aberto para enxerto de MSCs do doador (integragdo de
tecido) e foi previamente demonstrado que aumenta a migragédo de MSCs

para a medula dssea. Além da infusao de MSCs, a liberagdo de células da

medula 6ssea também sera necessaria para reconstruir o sistema hemato-
poiético do paciente, que pode ser destruido pelos métodos usados para
reduzir o nimero de MSCs do hospedeiro na medula éssea do paciente.

As MSCs podem ser liberadas por infusdo ou inje¢éo intraveno-
sa diretamente na cavidade da medula 6ssea (injecao intra-0ssea). Embora
a liberagao intravenosa de MSCs possa ser suficiente para a integragéo
bem-sucedida de MSCs dentro da medula éssea do receptor, a injegao intra-
O0ssea pode aumentar a persisténcia do enxerto de MSCs. O enxerto rapido
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de MSCs do doador deve aumentar a probabilidade de que a populagao de-
rivada exogenamente esteja bem-estabelecida antes da expansécj de quaié-
quer MSCs nativas que permanecem apos os procedimentos ablativos.
Um modelo em rato de transplante de medula 6ssea apés.irra-
5' diacdo é usado atualmente para testar a hipétese de que a iiberagéo intra-
venosa (IV) ou intra-6ssea (I0) de MSCs, concomitantemente com um
_transplante de medula dssea, resulta em enxerto apds procedimentos ablati-
vos. O protocolo também foi projetado para obter uma medida comparativa
preliminar do sucesso relativo dos dois procedimentos de liberagao de
10 MSCs. '
No dia 0, doze machos de ratos Lewis foram irradiados com 2
fragdes de 5,0 Grays (Gy). As fragbes de radiagdo foram separadas por 4
horas. No dia seguinte, foram preparadas células da medula 6ssea (BMCs) '
por mais 8-10 machos de ratos 'Fisher. Para a injecao, foi usado um total de
15 30 x 10° de BMCs e 1 x 10° de MSCs em um volume total de 150 pl. As
MSCs usadas nesse procedimento carregavam o marcador genético fosfata-
se alcaiina placentaria humana (hPAP) para posterior detec¢do. O design
experimental desse estudo é mostrado na Tabela 1 abaixo. |
Tabela 1. Design do estudo. Alocagao por grupo experim'ental.

Numero de ‘ Irradiacdo total
Grupo | camundongos Tratamento do corpo BMT Dia 0
- receptores ~ 1°Dia
trol ‘
’ 4 machos Fie Co? .roe~ 106Gy Nenhuma
ratos Lewis (sem injegao) -
T 6 <
4 machos de ’Injegao tibial 30 x 10. c;elulas
2 o (células da medula 10 Gy* BM 1 x 10° MSCs
ratos Lewis + hPAP) _ hPAP
Infusdo IV 30 x 10° células
4 machos de i
3 Lewi (células da medula 10 Gy* da medula
ratos Lewis +hPAP) 1 x 10° MSCs hPAP

20 *A radiagéo foi dividida em 2 fragées de 5,0 Gy. As fragbes de radiagao fo-
ram Separadas por 4 horas.

Os animais no grupo 1 (controle) receberam apenas radiagéo.

Os animais no grupo 2 foram injetados com MSCs e células da medula 6s-
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sea diretamente na cabega da tl’bié esquerda através do ligamento patelar.
Os animais no grupo 3 foram injetados com MSCs e céIUla_s da medula 6s-
sea por via intravenosa.

_ Os animais foram pesados e observados diariamente, e qual-
quer animal que apresentasse sinais evidentes de dor como, por exemplo,
agitacao e/ou cohtorgéo da cabeca, era tratado com buprenorfina._ A bupre-
norfina era administrada em uma concentragao de 0,5 mg/kg (de ragéo) em
6 ml de racdo macia diaria. Esse tratamento comegava QUando 0Ss ‘animais
perdiam 15% de s'eu'peso corporal, e continuava até a eutanasia programa-
da ou até que a perda de peso fosse maior do que 30%. Aqueles animais
incapazes de se recuperar, que estivessem ffios ao toque ou moribundos
foram submetidos a eutanasia.

Os animais foram pesados e observados por 14 dias. No 14° di-
a, todos os animais foram sacrif.icados e a medula 6ssea foi coletada de ca-
da tibia. As amostras da medula foram coletadas em tubos, lacradas e em-
baladas em gelo até que fossem plaqueadas para os testes.

A medula éssea de cada amostra era entao plaqueada para o
ens'aio,de unidade de formagao de coldnias. As placas sao coradas para
expressao do gene hPAP. A percentagem de MSCs derivadas exogenamen-
te é determinada apds contagem do numero de colénias compostas por
MSCs coradas (derivadas exogenamente) vs. nao coradas (derivadas do
receptor). Os dados resultantes fornecem uma avalia¢do inicial para deter-

minar se a liberagao IV ou IO é mais eficiente no estabelecimento do enxerto

de células derivadas do doador.

Foram feitos estudos de acompanhamento de forma similar,
mas que envolvem individuos experimentais que sao sacrificados em mo-
mentos posteriores apds o transplante. Dessa forma, é determinada a per-
sisténcia do enxerto de MSCs. O método de liberagdo de MSCs para esses
experimentos posteriores sera determinado por estudos-piloto similares a-
queles descritos acima. | '

Apds os procedimentos para a obtengdo de um enxerto de
MSCs persistente terem sido feitos no modelo em rato descrito acima, é de-
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senvolvido modelo em rato de lesao pulmonar fibrética. Os ratos que recebe-
ram um transplante de MSCs recebem a administragédo de irradiat;ao locali-
zada nos pulmges. Em vérios pontos do tempo apés a irradiagdo, os animais
sao sacrificados e 0s pulmées analisados quanto a presenga de MSCs por
PCR ou imunoistoquimica. A migragao significativa de MSCs para os pul-
mdes apds a lesdo por radiacdo sugere que as MSCs também podem parti-

_Cipar da cicatrizagao de varios outros tipos de lesao pulmonar fibrética.

A causa subjacente da lesdo pulmonar fibrética em pacientes
que sofrem de fibrose cistica é um defeito genético. Se as MSCs forem obti-
das de um individual geneticamente normal e transplantadas.em pacientes

-com fibrose cistica, a migra¢éo das células transplantadas para os pulmdes

em resposta aos sinais inflamatorios associados a leséo fibrética produziriam-

- uma inibicdo da progressao dos sintomas da doenga, ou possivelmente até

mesmo a reversao dos sinais clinicos. O grau de melhora seria determinado
pelo nivel de substituicdo do tecido que reveste os pulmdes. O modelo em
rato descrito acima, no qual os individuos experimentais com MSCs rastrea-
veis recebem a administracao de radiacdo localizada nos pulmodes, é um
substituto para a lesdo pulmonaf fibrética que ocorre na fibrose cistica.
Dependendo do resultado final das administragOes intravenosas
e intra-0sseas de MSCs aos ratos descritas anteriormente no Exemplo 1, um

“paciente com fibrose cistica recebe uma infusdo intravenosa ou uma injecao

intra-6ssea de MSCs (2,5 x 10° células/ml) em solugdo salina PlasmaLyteA
(Baxter), a qual foi adicionado DMSO a 3,75% vol/vol e albumina sérica hu-
mana a 1,875% p/vol. A infuséo prossegue até que os paciente recebam até
8 milhdes de MSCs por quilograma de peso corporal. Sdo feitas infusdes
subsequientes de até 8 milhdes de MSCs por quilograma de peso corporal,
se ne_ce.ssério.

O regime de tratamento é repetido em intervalos de um més. A
funcéo pulmonar € avaliada por espirometria. O tratamento prossegue até
que ndo seja observada melhora dos sintomas clinicos.

Exemplo 2 - Células-tronco mesenquimais para o tratamento de doenca de

Wilson
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Dependendo do resultado final das administracdes intravenosas
e intra-6sseas de MSCs aos ratos descritas anteriormente"no Exemplo 1, um
paciente com doenga de Wilson recebe a administragao de uma infusio in-
travenosa ou uma injecdo intra-6ssea de MSCs (2,5 x 10° células/ml) em
solugéo'salina Plasmal.yteA (Baxter) a qual foi adicionado DMSO a 3,75% |
vol/vol e albumina sérica humana a 1,875% p/vol. A‘ infusdo prossegue été,
que o paciente receba até 8 milhdes de MSCs por quilograma de peso cor-
poral. Sdo administradas infusdes subs_eqUentes de até 8 milhdes de MSCs
por quilograma de peSo corporal, se necessario.

O regime de tratamento é repetido em intervalos de um més. Os
sintomas clinicos sdo monitorados medindo-sé a cerulopl_asmina sérica, 0s
niveis de cobre no sangue e na urina, e com exames de imagem do figadd
(ou seja, raios X abdominal ou MRI). O tratamento continua até que nao seja

observada melhora dos sintomas clinicos.

Exemplo 3 - Células-tronco mesenguimais para o tratamento de esclerose

lateral amiotrofica (ALS)

Dependendo do resultado final das administracdes intravenosas
e intra-6sseas de MSCs aos ratos descritas anteriormente no Exemplo 1, um
paciente com ALS receba a administragdo de uma infusao intravenosa oude
Uma injecdo intra-ssea de MSCs (2,5 x 10° células/ml) em solugdo salina
PlasmaLyteA (Baxter) a qual foi adicionado DMSO a 3,75% vol/vol e albumi-
na sérica humana a 1,875% p/vol. A infusdo prossegue até que o péCiente
receba até 8 milhdes de MSCs por quilograma de peso corporal.' S3ao0 admi-
nistradas infusdes .subseqijentes de até 8 milhdes de MSCs por quilograma
de peso corporal, se necessario.

O regime de tratamento é repetido em intervalos de um més. Os
sintomas clinicos sdo monitorados por testes neurolégicos, eletromiograma
(EMG) para testar a atividade muscular e testes da velodidade de condugéo
nervosa (NCV) para avaliar a fungéo nervosa. O tratamento continua até que
nao seja observada melhora dei funcao motora. |

As descrigbes de todas as patentes, publicagbes, incluindo pe-
didos publicados de patehtes, numeros de acesso de depdsito e numeros de
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acesso em bases de dados sao aqui incorporadas por referéncia na mesma-
extensdo como se cada patente, publicagdo, numero de aceso de depésito e
nimero de acesso em bases de dados fosse especifica e individualmente
aqui incorporado por referéncia. |

| Deve-se entender, no entanto, que o escopo da presente inven-
cao nao se limita as modalidades especificas descritas acima. A invengao
‘pode ser praticada de uma forma diferente das aqui descritas particularmen-
te, e ainda estara dentro do escopo das'reivindicag‘c')es que a acompanham.
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REIVINDICACOES

1. Método de tratamento de uma doenga ou u'm‘disu]rbib ge'néti-
co em um animal ‘ém que a referida doenga ou disturbio genético é caracteri-
zado por pelo menos um de um tecido ou 6rgao inflamado do referido ani--
mal, o referido método compreendendo: | |

a administragéo ao referido animal de células-tronco mesenqui-
mais em uma quantidade eficaz para tratar a referida doenga ou disturbio
genético no referido animal. '

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
doenca ou disturbio genético é fibrose cistica.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
d'oenga ou disturbio genético é doenga renal policistica. |

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
doenga ou distarbio genético é doenga de Wilson.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
doenga ou disturbio genético é esclerose lateral amiotroéfica.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
doe'ng:a ou disturbio genético é distrofia muscular de Duchenne.

7. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
doenga ou disturbio genético é distrofia muscular de Becker.

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
doenca ou disturbio genético é doenga de Gaucher.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida

Vdoenga ou distarbio genétiCo € mal de Parkinson.

10. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
doenga ou disttrbio genético é mal de Alzheimer.
o 11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
doenca ou disturbio genético € doenga de Huntington.
12. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
doenga ou disturbio genético é'sindrome de Charcot-Marie-Tooth.
13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida

doenga ou disturbio genético é sindrome de Zellweger.
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14. Método de acordo com a reivindicagcao 1, em que a referida
doenga ou disturbio genético € sindrome poliglandular auto-imune.

15. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
doenga ou disturbio genético é sindrome de Marfan; |

16. Método de acordo com a reivindicagao 1, em.que a referida
doenga ou disturbio genético é sindrome de Werner. }

17. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
doenca ou distlrbio genético é adrenoleucodistrofia. |

18. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
doenga ou distarbio genético é sindrome de Menkes.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
doenca ou disturbio genético € osteopetrose infantil maligna. _

20. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que a réferida
doenca ou disturbio genético € ataxia espinocerebelar.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a referida
doenga ou. dlsturblo genético é atrofia muscular espinhal.

22. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a referida
doenga ou distirbio genético é malabsorgdo de glicose e galactose.

' 23. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que as referi-

das células-tronco mesenquimais sdo administradas por via intravenosa.
- 24. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que as referi-

das células-tronco mésenquimais sdo administradas por via intra-Gssea. '}

25. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que as referi-
das células-tronco mesenquimais sdo administradas em uma quantidade de
cerca de 1 X 10° MSCs por kg de peso corporal a cerca de 10 X 10° MSCs
por kg de peso corporal.

26. Método de acordo com a reivindicagao 25, em que as referi- -

das celulas tronco mesenquimais sao administradas em uma quantidade de

cerca de 4 X 10% MSCs por kg de peso corporal a cerca de 8 X 10° MSCs
por kg de peso corporal.
27. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o referido

animal é um ser humano.
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RESUMO
Patente de Invehgéo: "USO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMA!SAPA-
RA O TRATAMENTO DE DOENGAS E DISTURBIOS GENETICOS".

A presente invengédo refere-se a um método de tratamento de .
uma doenga ou um disturbio genético como, por e*émplo, fibrose cistica, |
doenca de Wilson, esclerose lateral amiotréfi'ca ou doerica renal policistica
em um animal, que compreende a administragao ao referido animal de célu-
las-tronco mesenquimais em uma quan_fidade eficaz para tratar a doenga ou

o distdrbio genético no animal.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	ABSTRACT

