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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "USOS DE
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS".

A presente invengao foi efetuada com o apoio do Governo sob
N° de Contrato N66001-02-C-8068 concedido pelo Departamento da Mari-
nha. O Governo tem certos direitos nesta invencgio.

Este pedido é uma continuagdo em parte do pedido N° de Série
11/080.298, depositado em 15 de margo de 2005, que reivindica prioridade
com base no pedido provisério N° de Série 60/555.118, depositado em 22 de
margo de 2004, cujos contelidos sdo incorporados por referéncia em cada
aspecto.

Esta invengao refere-se as células-tronco mesenquimais. Mais
particularmente, esta invengdo refere-se aos novos usos para as células-
tronco mesenquimais, incluindo a promogao da angiogénese em diversos
tecidos e orgéos, o tratamento de doengas autoimunes, o tratamento de res-
postas alérgicas, o tratamento de cancer, o tratamento de doencgas e distur-
bios inflamatérios, a promogao da cicatrizagdo da ferida, o tratamento de
inflamacéao, e a restauragdo do dano epitelial.

As células—tronco mesenquimais (MSCs) sao células-tronco mul-
tipotentes que podem diferenciar-se prontamente em linhagens que incluem
os osteoblastos, os miécitos, os condrécitos e os adipocitos (Pittenger e ou-
tros, Science, Vol. 284, p. 143 (1999); Haynesworth, e outros, Bone, Vol. 13,
p. 69 (1992); Prockop, Science, Vol. 276, p. 71 (1997)). Os estudos in vitro
tém demonstrado a capacidade das MSCs de diferenciar-se em musculo

(Wakitani, e outros, Muscle Nerve, Vol. 18, p. 1417 (1995), precursores tipo

neuronais (Woodbury, e outros, J. Neurosci. Res., Vol. 69, p. 908 (2002);

Sanchez-Ramos, e outros, Exp. Neurol., Vol. 171, p. 109 (2001)), cardio-
miocitos (Toma, e outros, Circulation, Vol. 105, p. 93 (2002); Fakuta, Artif.
Qrgans, Vol. 25, p. 185 (2001)) e possivelmente outros tipos de celulas. A-

lém disso, as MSCs foram mostradas proporcionar camadas alimentadoras
efetivas para a expansdo de células-tronco hematopoéticas e embrionarias
(Eaves, e outros, Ann. N.Y. Acad. Sci., Vol. 938, p. 63 (2001); Wagers, e ou-

tros, Gene Therapy, Vol. 9, p. 606 (2002)). Os estudos recentes com uma varie-
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dade de modelos de animais tém mostrado que as MSCs podem ser Uteis na
restauragéo ou regeneracao de osso lesionado, cartilagem, menisco ou teci-
dos miocardicos (DeKok, e outros, Clin. Oral Implants Res., Vol. 14, p. 481

(2003)); Wu, e outros, Transplantation, Vol. 75, p. 679 (2003); Noel, e outros,
Curr. Opin. Investig. Drugs, Vol. 3, p. 1000 (2002); Ballas, e outros, J. Cell.
Biochem. Suppl., Vol. 38, p. 20 (2002); Mackenzie, e outros, Blood Cells Mol.
Dis., Vol. 27 (2002)). Diversos investigadores tém usado as MSCs com re-

sultados encorajadores para o transplante em modelos de doencas em ani-
mais, incluindo a osteogénese imperfeita (Pereira, e outros, Proc. Nat. Acad.
Sci., Vol. 95, p. 1142 (1998)), o parkinsonismo (Schwartz, e outros, Hum.
Gene Ther., Vol. 10, p. 2539 (1999)), a lesdo do cordao espinhal (Chopp, e
outros, Neuroreport, Vol. 11, p. 3001 (2000); Wu, e outros, J. Neurosci. Res.,
Vol. 72, p. 393 (2003)) e os disturbios cardiacos (Tomita, e outros, Circulati-
on, Vol. 100, p. 247 (1999). Shake, e outros, Ann. Thorac. Surg., Vol. 73, p.
1919 (2002)). De modo importante, resultados promissores também tém sido

relatados em ensaios clinicos para osteogénese imperfeita (Horwitz, e outros,
Blood, Vol. 97, p. 1227 (2001); Horowitz, e outros Proc. Nat. Acad. Sci., Vol.
99, p. 8932 (2002)) e enxerto melhorado de transplantes de medula 6ssea
heterdlogos (Frassoni, e outros, Int. Society for Cell Therapy, SA006 (resu-
mo) (2002); Koc, e outros, J. Clin. Oncol., Vol. 18, p. 307 (2000)).

As MSCs expressam o antigeno de complexo principal de histo-

compatibilidade (MHC) classe | sobre a sua superficie, porém nao expres-
sam o MCH classe Il (Le Blanc, e outros, Exp. Hematol., Vol. 31 , p. 890
(2003); Potian, e outros, J. Immunol., Vol. 171, p. 3426 (2003)) e nenhuma
molécula coestimuladora B7 ou CD40 (Majumdar, e outros, J. Biomed. Sci.,

Vol. 10, p. 228 (2003)), sugerindo que estas células tém um fendtipo pouco
imunogénico (Tse, e outros, Transplantation, Vol. 75, p. 389 (2003)). As

MSCs também inibem as respostas proliferativas de células T em um modo
independente do MHC (Bartholomew, e outros, Exp. Hematol., Vol. 30, p. 42
(2002); Devine, e outros, Cancer J., Vol. 7, p. 576 (2001); DiNicola, e outros,
Blood, Vol. 99, p. 3838 (2002)). Estas propriedades imunolégicas das MSCs

podem melhorar o seu enxerto de transplante e limitar a capacidade do sis-
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tema imunolégico receptor de reconhecer e rejeitar as células alogénicas
apos o transplante. A produgao de fatores pelas MSCs, que modulam a res-
posta imune e suportam a hematopoese com a sua capacidade de diferenci-
ar-se em tipos apropriados de células sob estimulos locais, as torna células-
tronco desejaveis para o estudo de transplante celular (Majumdar, e outros,
Hematother. Stem Cell Res., Vol. 9, p. 841 (2000); Haynesworth, e outros, J.
Cell. Physiol., Vol. 166, p. 585 (1996).

As requerentes agora examinaram as interagbes das células-

tronco mesenquimais com as populagdes isoladas de células imunes, inclu-
indo as células dendriticas (DC1 e DC2), as células T efetoras (Th1 e Th2), e
as células NK. Com base em tais interagdes, os requerentes descobriram
que as ceélulas-tronco mesenquimais podem regular a produgdo de diversos
fatores que podem reguiar diversas etapas no processo de resposta imune.
Assim, as células-tronco mesenquimais podem ser empregadas no trata-
mento de condi¢gdes de doengas e disturbios que envolvam o sistema imune,
ou doengas, condi¢cdes, ou disturbios que envolvam inflamagéao, dano epite-
lial, ou respostas alérgicas. Tais doencgas, condigdes, e disturbios incluem,
porém nao estao limitados as doengas autoimunes, alergias, artrite, feridas
inflamadas, alopecia em areas (calvicie), doencas periodontais, incluindo
gengivite e periodontite, e outras doencgas, condi¢cdes ou disturbios que en-
volvam uma resposta imune.

Além disso, acredita-se que as células-tronco mesenquimais ex-
pressem e secretem o fator do crescimento endotelial vascular, ou VEGF, o
qual promove a angiogénese por estimulo da formacao de novos vasos san-
guineos. As células-tronco mesenquimais também estimulam as células mo-
nonucleares sanguineas periféricas (PBMCs) a produzir o VEGF.

Ademais, acredita-se que as células-tronco mesenquimais esti-
mulem as células dendriticas (DCs) a produzir o Interferon-Beta (IFN-), o
qual promove a supressao do tumor e a imunidade contra a infeccao viral.

De acordo com um aspecto da presente invengéo, proporciona-
se um método de tratar uma doencga selecionada a partir do grupo que con-
siste em doengas autoimunes e doenga do enxerto versus hospedeiro em
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um animal. O método compreende administrar ao animal as células-tronco
mesenquimais em uma quantidade eficaz para tratar a doenga no animal.

Embora o escopo deste aspecto da presente invengio nao seja
para estar limitado a qualquer raciocinio teérico, acredita-se que pelo menos
um mecanismo pelo qual as células-tronco mesenquimais suprimem a doen-
¢a autoimune e a doenca do enxerto versus hospedeiro seja causando a
liberagao da Interleucina-10 (IL-10) das células T reguladoras (células Treg)
e/ou das células dendriticas (DC).

As doengas autoimunes que podem ser tratadas de acordo com
a presente invencgao incluem, porém nao estao limitadas a esclerose multipla,
diabete Tipo 1, artrite reumatoéide, uveite, doenga autoimune da tiredide, do-
encga inflamatdria do intestino, escleroderma, doenga de Grave, lupo, doencga
de Crohn, doenga autoimune linfoproliferativa (ALPS), doenca desmielinizan-
te, encefalomielite autoimune, gastrite autoimune (AlG), e doengas autoimu-
nes glomerulares. Também, conforme observado acima, a doen¢a do enxer-
to versus hospedeiro pode ser tratada. E para ser entendido, entretanto, que
0 escopo da presente invengao nao € para estar limitado ao tratamento das
doencas especificas mencionadas neste documento.

Em uma modalidade, o animal ao qual sdo administradas as cé-
fulas-tronco mesenquimais € um mamifero. O mamifero pode ser um primata,
incluindo os primatas humanos e ndo-humanos.

Em geral, a terapia de célula-tronco mesenquimal (MSC) é ba-
seada, por exemplo, na seguinte seqiiéncia: coleta do tecido contendo as
MSCs, isolamento e expansdo das MSCs, e administracdo das MSCs ao
animal, com ou sem manipulagao bioquimica ou genética.

As células-tronco mesenquimais que sdo administradas podem
ser uma composi¢do homogénea ou podem ser uma populagao de células
mistas enriquecida em MSCs. As composicbes homogéneas de células-
tronco mesenquimais podem ser obtidas por cultivo de células aderentes da
medula ou do periésteo, ou as células-tronco mesenquimais podem ser iden-
tificadas por marcadores especificos da superficie celular, os quais sao iden-

tificados com anticorpos monoclonais uUnicos. Um método para obter uma
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populagao celular enriquecida em células-tronco mesenquimais é descrito,
por exemplo, na Patente U.S. N° 5.486.359. As fontes alternativas para as
células-tronco mesenquimais incluem, porém nao estao limitadas ao, sangue,
pele, sangue do cordado, musculo, gordura, osso, e pericondrio.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas por
uma variedade de procedimentos. As células-tronco mesenquimais podem
ser administradas sistemicamente, tal como por administracédo intravenosa,
intra-arterial, ou intraperitoneal.

As células-tronco mesenquimais podem ser a partir de um es-
pectro de fontes, incluindo autélogas, alogénicas, ou xenogénicas.

As células-tronco mesenquimais sdo administradas em uma
quantidade eficaz para tratar uma doenca autoimune ou doenga do enxerto
versus hospedeiro em um animal. As células-tronco mesenquimais podem
ser administradas em uma quantidade de cerca de 1 x 10° células/kg a cerca
de 1 x 107 células/kg. Em uma outra modalidade, as células-tronco mesen-
quimais s&o administradas em uma quantidade de cerca de 1 x 10° célu-
las/kg a cerca de 5 x 10° células/kg. A quantidade de células-tronco mesen-
quimais a serem administradas & dependente de uma variedade de fatores,
incluindo a idade, o peso, e o sexo do paciente, a doenca autoimune a ser
tratada, e a sua proporgéo e gravidade.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas em
conjungao com um veiculo farmacéutico aceitavel. Por exemplo, as células-
tronco mesenquimais podem ser administradas como uma suspensido de
células em um meio liquido farmaceuticamente aceitavel ou um gel para a-
plicagao por injegao ou tépica.

De acordo com um outro aspecto da presente invengao, propor-
ciona-se um método de tratar uma resposta inflamatéria em um animal. O
método compreende a administragdo ao animal de células-tronco mesen-
quimais em uma quantidade eficaz para tratar a resposta inflamatéria no a-
nimal.

Embora o escopo deste aspecto da presente invengdo nao seja

para estar limitado a qualquer raciocinio teoérico, acredita-se que as células-
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tronco mesenquimais promovam a maturagédo das células T em células T
reguladoras (T.eg), com isso controlando as respostas inflamatérias. Também
acredita-se que as células-tronco mesenquimais inibam as células auxiliado-
ras T 1 (células Th1), com isso diminuindo a expressao do Interferon-y (IFN-
y) em certas reagdes inflamatoérias, tais como aquelas associadas com a
psoriase, por exemplo.

Em uma modalidade, as respostas inflamatérias que podem ser
tratadas séo aquelas associadas a psoriase.

Em uma outra modalidade, as células-tronco mesenquimais po-
dem ser administradas a um animal de modo tal que as células-tronco me-
senquimais contatem as microglias e/ou os astrécitos no cérebro, para redu-
zir a inflamagéo, com o que as células-tronco mesenquimais limitam a neu-
rodegeneracgdo causada pelas células gliais ativadas em doencas ou distur-
bios tais como a Doenga de Alzheimer, a Doencga de Parkinson, o acidente
vascular cerebral, ou as lesdes das células cerebrais.

Em mais uma outra modalidade, as células-tronco mesenqui-
mais podem ser administradas a um animal, de modo tal que as células-
tronco mesenquimais contatem os ceratindcitos e as células de Langerhans
na epiderme da pele para reduzir a inflamagao, conforme possa ocorrer na
psoriase, na dermatite cronica, ou na dermatite de contato. Embora esta
modalidade nao seja para estar limitada a qualquer raciocinio teérico, acredi-
ta-se que as células-tronco mesenquimais possam contatar os ceratinécitos
e as células de Langerhans na epiderme, e alterar a expressao dos recepto-
res de células T e os perfis de secrecao de citocina, resultando na expressao
diminuida do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e na populagdo aumen-
tada de células T reguladoras (célula Treg).

- Em uma modalidade adicional, as células-tronco mesenquimais
podem ser usadas para reduzir a inflamagao no osso, conforme ocorre na
artrite e nas condigbes similares a artrite, incluindo, porém nao limitadas a
osteoartrite e artrite reumatoéide, e nas outras doencas artriticas listadas no
site da internet www.arthritis.org/conditions/diseases. Embora o escopo des-

ta modalidade n&o seja pretendido para estar limitado a qualquer raciocinio
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tedrico, acredita-se que as células-tronco mesenquimais possam inibir a se-
crecao de Interleucina-17 pelas células T da memoéria no fluido sinovial.

Em uma outra modalidade, as células-tronco mesenquimais po-
dem ser usadas para limitar a inflamagao no intestino e no figado durante a
doencga inflamatéria do intestino e a hepatite cronica, respectivamente. Em-
bora o escopo deste aspecto da presente invengéao nao seja pretendido para
estar limitado a qualquer raciocinio teérico, acredita-se que as células-tronco
mesenquimais promovam a secre¢ao aumentada da Interleucina-10 (IL-10) e
a geracao de celulas T reguladoras (células Treg).

Em uma outra modalidade, as células-tronco mesenquimais po-
dem ser usadas para inibir a ativagdo excessiva de neutréfilos e macréfagos
em condi¢cbes patologicas, tais como a sepse e o trauma, incluindo a lesao
por queimadura, a cirurgia, e os transplantes. Embora o escopo desta moda-
lidade nao seja para estar limitado a qualquer raciocinio tedrico, acredita-se
que as células-tronco mesenquimais promovam a secregao de citocinas su-
pressoras, tais como a IL-10, e inibam o fator inibitério da migragcao de ma-
crofagos.

Em uma outra modalidade, as células-tronco mesenquimais po-
dem ser usadas para controlar a inflamagao em locais imunes privilegiados,
tais como o olho, incluindo a cérnea, o cristalino, o epitélio pigmentado, e a
retina, o cérebro, o cordao espinhal, o Utero e a placenta de gravida, o ovario,
os testiculos, o cértex adrenal, o figado, e os foliculos capilares. Embora o
escopo desta modalidade nao seja para estar limitado a qualquer raciocinio
tedrico, acredita-se que as células-tronco mesenquimais promovam a secre-
¢ao de citocinas supressoras, tais como a IL-10, e a geragao de células Teq.

Em mais uma outra modalidade, as células-tronco mesenqui-
mais podem ser usadas para tratar o dano ao tecido associado com infec-
cobes por doengas renais em estagios finais (ESRDs) durante a dialise e/ou a
glomerulonefrite. Embora o escopo desta modalidade ndo seja para estar
limitado a qualquer raciocinio teérico, acredita-se que as células-tronco me-
senquimais possam promover a restauragao renal. As células-tronco me-

senquimais também expressam e secretam o fator do crescimento endotelial
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vascular, ou VEGF, o qual estimula a formagéo de novos vasos sanguineos,
o que deve auxiliar na restauragao do tecido do rim lesionado.

Em uma modalidade adicional, as células-tronco mesenquimais
podem ser usadas para controlar as infecgées virais, tais como as infeccdes
por influenza, hepatite C, Virus do Herpes Simples, virus da vacinia, e virus
Epstein-Barr. Embora o escopo desta modalidade nao seja para estar limita-
do a qualquer raciocinio tedrico, acredita-se que as células-tronco mesen-
quimais promovam a secregéo de Interferon-Beta (IFN-B).

Em mais uma outra modalidade, as células-tronco mesenqui-
mais podem ser usadas para controlar as infec¢ées parasiticas, tais como as
infecgbes por Leishmania e as infecgdes por Helicobacter. Embora o escopo
desta modalidade nao seja para estar limitado a qualquer raciocinio teérico,
acredita-se que as células-tronco mesenquimais mediam as respostas pelas
celulas auxiliadoras T 2 (Th2), e com isso promovam a produ¢do aumentada
de imunoglobulina E (IgE) pelas células B.

E para ser entendido, entretanto, que o escopo deste aspecto da
presente invengéo nao é para estar limitado ao tratamento de qualquer res-
posta inflamatéria particular.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas a um
mamifero, incluindo os primatas humanos e ndo-humanos, como acima des-
crito.

As células-tronco mesenquimais também podem ser administra-
das sistemicamente, conforme acima descrito. Alternativamente, no caso de
osteoartrite ou artrite reumatéide, as células-tronco mesenquimais podem
ser administradas diretamente a uma articulagao artritica.

As células-tronco mesenquimais sdo administradas em uma
quantidade eficaz para tratar uma resposta inflamatéria em um animal. As
celulas-tronco mesenquimais podem ser administradas em uma quantidade
de cerca de 1 x 10° células/kg a cerca de 1 x 10 células/kg. Em uma outra
modalidade, as céiulas-tronco mesenquimais sdo administradas em uma
quantidade de cerca de 1 x 10° células/kg a cerca de 5 x 10° células/kg. A

dosagem exata de células-tronco mesenquimais a serem administradas é



10

15

20

25

30

dependente de uma variedade de fatores, incluindo a idade, o peso, e o sexo
do paciente, a resposta inflamatéria que esta sendo tratada, e o seu grau e
gravidade.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas em
conjungao com um veiculo farmacéutico aceitavel, como acima descrito.

De acordo com um outro aspecto da presente invengao, propor-
ciona-se um meétodo de tratar inflamagao e/ou restaurar o dano epitelial em
um animal. O método compreende administrar ao animal as células-tronco
mesenquimais em uma quantidade eficaz para tratar a inflamag¢ao e/ou o
dano epitelial no animal.

Embora o escopo deste aspecto da presente invengao nao seja
para estar limitado a quaiquer raciocinio teérico, acredita-se que as células-
tronco mesenquimais causem uma diminuigdo na secre¢do das citocinas
pré-inflamatérias TNF-o e Interferon-y pelas células T e um aumento na se-
crecao das citocinas anti-inflamatoérias Interleucina-10 (IL-10) e Interleucina-4
(IL-4) pelas células T. Também acredita-se que as células-tronco mesen-
quimais causem uma diminuicdo na secrecao de Interferon-y pelas células
exterminadoras naturais (NK).

A inflamagao e/ou o dano epitelial que podem ser tratados de
acordo com este aspecto da presente invengao incluem, porém nao estao
limitados a inflamagao e/ou dano epitelial causados por uma variedade de
doencgas e disturbios, incluindo, porém nao limitada a doenga autoimune,
rejeicao de orgaos transplantados, queimaduras, cortes, laceragdes, e ulce-
ragoes, incluindo as ulceragdes da pele e as ulceragdes diabéticas.

Em uma modalidade, as células-tronco mesenquimais sao admi-
nistradas a um animal para restaurar o dano epitelial resultante de doencas
autoimunes, incluindo, porém nao limitadas a artrite reumatéide, Doenca de
Crohn, diabete do Tipo 1, esclerose multipla, escleroderma, Doenca de Gra-
ves, lupo, doenca inflamatoria do intestino, gastrite autoimune (AIG), e doen-
¢a glomerular autoimune. As células-tronco mesenquimais também podem
restaurar o dano epitelial resultante da doenga do enxerto versus hospedeiro
(GVHD).
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Este aspecto da presente invengao é aplicavel particularmente a
restauracao de dano epitelial resultante da doenga do enxerto versus hospe-
deiro, e mais particularmente, a restauragéo do dano epitelial resultante da
doencga do enxerto versus hospedeiro grave, incluindo a doenga do enxerto
versus hospedeiro de Graus Ill e IV que afetam a pele e/ou o sistema gastro-
intestinal. As requerentes descobriram, em particular, que as células-tronco
mesenquimais, quando administradas a um paciente sofrendo de doenca do
enxerto versus hospedeiro grave, e em particular, doenga do enxerto versus
hospedeiro de Graus lll e IV, a administragao das células-tronco mesenqui-
mais resultou na restauragao da pele e/ou do tecido epitelial intestinal ulce-
rado no paciente.

Em uma outra modalidade, as células-tronco mesenquimais sao
administradas a um animal para restaurar o dano epitelial a um érgéao ou
tecido transplantado, incluindo, porém nao limitado ao rim, coracéo, e pul-
mao, causado por rejeicdo do 6rgéo ou tecido transplantado.

Em mais uma outra modalidade, as células-tronco mesenqui-
mais sao administradas a um animal para restaurar o dano epitelial causado
por queimaduras, cortes, laceragdes, e ulceragdes, incluindo, porém nao
limitadas as ulceragdes da pele e ulceracdes diabéticas.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas a um
mamifero, incluindo os primatas humanos e ndo-humanos, como acima des-
crito.

As células-tronco mesenquimais também podem ser administra-
das sistemicamente, conforme acima descrito.

As células-tronco mesenquimais sao administradas em uma
quantidade eficaz para restaurar o dano epitelial em um animal. As células-
tronco mesenquimais podem ser administradas em uma quantidade de cerca
de 1 x 10° células/kg a cerca de 1 x 107 células/kg. Em uma outra modalida-
de, as células-tronco mesenquimais sdo administradas em uma quantidade
de cerca de 1 x 10° células/kg a cerca de 5 x 10° células/kg. A dosagem exa-
ta de células-tronco mesenquimais a serem administradas € dependente de

uma variedade de fatores, incluindo a idade, o peso, e o sexo do paciente, o
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tipo de dano epitelial que esta sendo restaurado, e o seu grau e gravidade.

De acordo com mais um outro aspecto da presente invencgéo,
proporciona-se um método de tratar cancer em um animal. O método com-
preende administrar ao animal as células-tronco mesenquimais em uma
quantidade eficaz para tratar o cancer no animal.

Embora o escopo deste aspecto da presente invengio nao seja
para estar limitado a qualquer raciocinio teérico, acredita-se que as células-
tronco mesenquimais interajam com as células dendriticas, o que resulta na
secrecgao de IFN-B, que, por sua vez, atua como um supressor do tumor. Os
canceres que podem ser tratados incluem, porém nao estdo limitados ao
carcinoma hepatocelular, cancer cervical, cancer pancreatico, cancer da
prostata, fibrossarcoma, meduloblastoma, e astrocitoma. E para ser entendi-
do, entretanto, que o escopo da presente invengdo nao é para estar limitado
a qualquer tipo especifico de cancer.

O animal pode ser um mamifero, incluindo os primatas humanos
e nao-humanos, conforme acima descrito.

As células-tronco mesenquimais sao administradas ao animal
em uma quantidade eficaz para tratar o cancer no animal. Em geral, as célu-
las-tronco mesenquimais sao administradas em uma quantidade de cerca de
1 x 10° células/kg a cerca de 1 x 107 células/kg. Em uma outra modalidade,
as células-tronco mesenquimais sdo administradas em uma quantidade de
cerca de 1 x 10° células/kg a cerca de 5 x 10° células/kg. A quantidade exata
de células-tronco mesenquimais a serem administradas é dependente de
uma variedade de fatores, incluindo a idade, o peso, e 0 sexo do paciente, o
tipo de cancer que esta sendo tratado, e o seu grau e gravidade.

As células-tronco mesenquimais sao administradas em conjun-
¢do com um veiculo farmacéutico aceitavel, e podem ser administradas sis-
temicamente, como acima descrito. Alternativamente, as células-tronco me-
senquimais podem ser administradas diretamente ao cancer que esta sendo
tratado.

De acordo com mais um outro aspecto da presente invengao,

proporciona-se um método de tratar uma doenga ou disturbio alérgico em
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um animal. O método compreende administrar ao animal as células-tronco
mesenquimais em uma quantidade eficaz para tratar a doenga ou o disturbio
alérgico no animal.

Embora o escopo deste aspecto da presente invengao nao seja
para estar limitado a qualquer raciocinio teérico, acredita-se que as células-
tronco mesenquimais, quando administradas apés uma resposta alérgica
aguda, proporcionem a inibigdo da ativagao e a desgranulagao dos mastoci-
tos. Também, acredita-se que as células-tronco mesenquimais infrarregulem
a ativacgao de basofilos e inibam as citocinas, tais como o TNF-a, as quimio-
cinas, tais como a Interleucina-8, e a proteina quimiotatica de monécitos, ou
MCP-1, os mediadores de lipidios, tais como os leucotrienos, e inibam os
mediadores principais, tais como a histamina, a heparina, os sulfatos de
condroitina, e a catepsina.

As doengas ou os disturbios alérgicos que podem ser tratados
incluem, porém nao estao limitados a asma, rinite alérgica, dermatite atopica,
e dermatite de contato. E para ser entendido, entretanto, que o escopo da
presente invencao nao é para estar limitado a qualquer doenga ou disturbio
alérgico especifico.

As células-tronco mesenquimais sdo administradas ao animal
em uma quantidade eficaz para tratar a doenga ou o disturbio alérgico no
animal. O animal pode ser um mamifero. O mamifero pode ser um primata,
incluindo os primatas humanos e ndo-humanos. Em geral, as células-tronco
mesenquimais sao administradas em uma quantidade de cerca de 1 x 10°
células/kg a cerca de 1 x 107 células/kg. Em uma outra modalidade, as célu-
las-tronco mesenquimais sao administradas em uma quantidade de cerca de
1 x 108 células/kg a cerca de 5 x 10° células/kg. A dosagem exata é depen-
dente de uma variedade de fatores, incluindo a idade, o peso, e o sexo do
paciente, a doenga ou o disturbio alérgico que esta sendo tratado, e o seu
grau e gravidade.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas em
conjungé@o com um veiculo farmacéutico aceitavel, conforme acima descrito.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas sistemicamente,
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tal como por administragéo intravenosa ou intra-arterial, por exemplo.

De acordo com um aspecto adicional da presente invencao, pro-
porciona-se um método de promover a cicatrizagéo da ferida em um animal.
O metodo compreende administrar ao animal as células-tronco mesenqui-
mais em uma quantidade eficaz para promover a cicatrizacdo da ferida no
animal.

Embora o escopo da presente invengao nao seja para estar limi-
tado a qualquer raciocinio teérico, acredita-se que, conforme acima mencio-
nado, as celulas-tronco mesenquimais fagam com que as células T.q € as
celulas dendriticas liberem a Interleucina-10 (IL-10). A IL-10 limita ou contro-
la a inflamagao em uma ferida, com isso promovendo a cicatrizagao de uma
ferida.

Aléem disso, as células-tronco mesenquimais podem promover a
cicatrizagdo da ferida e a cicatrizagdo da fratura por indugao dos fatores de
secregao por outros tipos de células. Por exemplo, as células-tronco mesen-
quimais podem induzir a liberagcdo mediada pela prostaglandina E2 (PGE3)
do fator do crescimento endotelial vascular (VEGF) pelas células mononu-
cleares sanguineas periféricas (PBMCs), assim como a liberagdo mediada
pela PGE; do horménio do crescimento, insulina, fator do crescimento simi-
lar a insulina 1 (IGF-1), proteina de ligagao ao fator do crescimento similar a
insulina 3 (IGFBP-3), e endotelina-1.

As feridas que podem ser cicatrizadas incluem, porém nao estao
limitadas aquelas resultantes de cortes, laceragdes, queimaduras, e ulcera-
¢Oes da pele.

As células-tronco mesenquimais sdo administradas ao animal
em uma quantidade eficaz para promover a cicatrizagéo da ferida no animal.
O animal pode ser um mamifero, e o mamifero pode ser um primata, incluin-
do os primatas humanos e ndao-humanos. Em geral, as células-tronco me-
senquimais sdo administradas em uma quantidade de cerca de 1 x 10° célu-
las/kg a cerca de 1 x 107 células/kg. Em uma outra modalidade, as células-
tronco mesenquimais sdo administradas em uma quantidade de cerca de 1 x

10° células/kg a cerca de 5 x 10° células/kg. A quantidade exata de células-
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tronco mesenquimais a serem administradas é dependente de uma varieda-
de de fatores, incluindo a idade, o peso, e o sexo do paciente, e o grau e a
gravidade da ferida que esta sendo tratada.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas em
conjungado com um veiculo farmacéutico aceitavel, como acima descrito. As
celulas-tronco mesenquimais podem ser administradas sistemicamente, co-
mo acima descrito. Alternativamente, as células-tronco mesenquimais po-
dem ser administradas diretamente a uma ferida, tal como em um fluido so-
bre um curativo ou reservatério contendo as células-tronco mesenquimais.

De acordo com mais um outro aspecto da presente invencgao,
proporciona-se um meétodo de tratar ou prevenir a fibrose em um animal. O
metodo compreende administrar ao animal as células-tronco mesenquimais
em uma quantidade eficaz para tratar ou prevenir a fibrose em um animal.

As ceélulas-tronco mesenquimais podem ser administradas ao
animal para tratar ou prevenir qualquer tipo de fibrose no animal, incluindo,
porém néao limitada a cirrose do figado, fibrose dos rins associada com uma
doenga renal em estagio final, e fibrose dos pulmdes, incluindo, porém nao
limitada as Doencgas Respiratorias Agudas (ARDS) e doeng¢a pulmonar obs-
trutiva (COPD). E para ser entendido que o escopo da presente invencao
n&o & para estar limitado a qualquer tipo especifico de fibrose.

As células-tronco mesenquimais sdo administradas ao animal
em uma quantidade eficaz para tratar ou prevenir a fibrose no animal. O a-
nimal pode ser um mamifero, e o mamifero pode ser um primata, incluindo
os primatas humanos e nao-humanos. Em geral, as células-tronco mesen-
quimais sdo administradas em uma quantidade de cerca de 1 x 10° célu-
las/kg a cerca de 1 x 10" células/kg. Em uma outra modalidade, as células-
tronco mesenquimais sdo administradas em uma quantidade de cerca de 1 x
10° células/kg a cerca de 5 x 10° células/kg. A quantidade exata de células-
tronco mesenquimais a serem administradas € dependente de uma varieda-
de de fatores, incluindo a idade, o peso, e o sexo do paciente, e o grau € a
gravidade da fibrose que esta sendo tratada ou prevenida.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas em
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conjungao com um veiculo farmacéutico aceitavel, como acima descrito. As
células-tronco mesenquimais podem ser administradas sistemicamente,
também como acima descrito.

E um outro objetivo da presente invengao promover a angiogé-
nese em um tecido ou 6rgao de um animal, onde tal tecido ou 6rgdo esta
necessitado da angiogénese.

Assim, de acordo com um aspecto adicional da presente inven-
¢ao, proporciona-se um método de promover a angiogénese em um 6rgao
ou tecido de um animal. O método compreende administrar ao animal as
células-tronco mesenquimais em uma quantidade eficaz para promover a
angiogénese em um 6rgao ou tecido do animal.

A angiogénese é a formagao de novos vasos sanguineos a partir
de um leito microvascular preexistente.

A inducao da angiogénese pode ser usada para tratar a insufici-
éncia de artérias coronarias e periféricas, e assim, pode ser uma abordagem
n&o invasiva e curativa para o tratamento de doen¢a da artéria coronaria,
doenca cardiaca isquémica, e doenca da artéria periférica. A angiogénese
pode desempenhar uma fungado no tratamento de doencgas e disturbios em
tecido e 6rgaos diferentes do coragdo, bem como no desenvolvimento e/ou
manutencao de érgaos diferentes do coragcdo. A angiogénese pode propor-
cionar uma fun¢ao no tratamento de feridas internas e externas, bem como
ulceras dérmicas. A angiogénese também desempenha uma fun¢ao na im-
plantacdo de embrides, e crescimento placentario, bem como no desenvol-
vimento da vasculatura embridnica. A angiogénese também é essencial para
a uniao de reabsorg¢ao de cartilagem com formagao de osso, e € essencial
para a correta morfogénese da placa de crescimento.

Além disso, a angiogénese é necessaria para a engenharia e a
manutencado bem-sucedidas de 6rgdos altamente metabdlicos, como o figa-
do, onde uma densa rede vascular € necessaria para proporcionar nutriente
e transporte de gas suficientes.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas ao

tecido ou ao 6rgao que esta necessitado de angiogénese por uma variedade
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de procedimentos. As células-tronco mesenquimais podem ser administra-
das sistemicamente, tal como por administragédo intravenosa, intra-arterial,
ou intraperitoneal, ou as células-tronco mesenquimais podem ser adminis-
tradas diretamente ao tecido ou érgao que esta necessitado de angiogénese,
tal como por injecao direta no tecido ou 6rgao que necessitada de angiogé-
nese.

As celulas-tronco mesenquimais podem ser a partir de um es-
pectro de fontes, incluindo autélogas, alogénicas, ou xenogénicas.

Embora o escopo da presente invengado nao seja para estar limi-
tado a qualquer raciocinio teérico, acredita-se que as células-tronco mesen-
quimais, quando administradas a um animal, estimulem as células mononu-
cleares sanguineas periféricas (PBMCs) a produzir o fator do crescimento
endotelial vascular, ou VEGF, o qual estimula a formacao de novos vasos
sanguineos.

Em uma modalidade, o animal € um mamifero. O mamifero pode
ser um primata, incluindo os primatas humanos e nao-humanos.

As células-tronco mesenquimais, de acordo com a presente in-
vengado, podem ser empregadas no tratamento, alivio, ou prevenc¢ao de
qualquer doenga ou disturbio que possa ser aliviado, tratado, ou prevenido
através da angiogénese. Assim, por exemplo, as células-tronco mesenqui-
mais podem ser administradas a um animal para tratar as artérias bloquea-
das, incluindo aquelas nas extremidades, isto &, bracos, pernas, maos, e pés,
bem como no pescog¢o ou em varios 6rgaos. Por exemplo, as células-tronco
mesenquimais podem ser usadas para tratar artérias bloqueadas que su-
prem o cérebro, com isso tratando ou prevenindo o acidente vascular cere-
bral. Também, as células-tronco mesenquimais podem ser usadas para tra-
tar os vasos sanguineos nas corneas embridnicas e pds-natal e podem ser
usadas para proporcionar estruturagao glomerular. Em uma outra modalida-
de, as células-tronco mesenquimais podem ser empregadas no tratamento
de feridas, tanto internas quanto externas, bem como no tratamento de uice-
ras dérmicas encontradas nos pés, maos, pernas ou bragos, incluindo, po-

rém nao limitadas as Ulceras dérmicas causadas por doengas, tais como
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diabete e anemia de células falciformes.

Além disso, porque a angiogénese esta envolvida na implanta-
¢ao de embrido na formagao de placenta, as células-tronco mesenquimais
podem ser empregadas para promover a implantagéao de embrido e prevenir
o aborto.

Ademais, as células-tronco mesenquimais podem ser adminis-
tradas a um animal que esta por nascer, incluindo os seres humanos, para
promover o desenvolvimento da vasculatura no animal que esta por nascer.

Em uma outra modalidade, as células-tronco mesenquimais po-
dem ser administradas a um animal, nascido ou nao, para promover a reab-
sor¢ao de cartilagem e a formacgao de osso, bem como promover a correta
morfogénese da placa epifisaria.

As células-tronco mesenquimais sdo administradas em uma
quantidade eficaz na promog¢ao da angiogénese em um animal. As células-
tronco mesenquimais podem ser administradas em uma quantidade de cerca
de 1 x 10° células/kg a cerca de 1 x 107 células/kg. Em uma outra modalida-
de, as células-tronco mesenquimais sdo administradas em uma quantidade
de cerca de 1 x 10° células/kg a cerca de 5 x 10° células/kg. A quantidade de
células-tronco mesenquimais a serem administradas é dependente de uma
variedade de fatores, incluindo a idade, o peso, e o sexo do paciente, a do-
enga ou disturbio a ser tratado, aliviado, ou prevenido, e o seu grau e gravi-
dade.

As células-tronco mesenquimais podem ser administradas em
conjungao com um veiculo farmacéutico aceitavel. Por exemplo, as células-
tronco mesenquimais podem ser administradas como uma suspensdo de
células em um meio liquido farmaceuticamente aceitavel para injegdo. A in-
jecao pode ser local, isto &, diretamente no tecido ou 6rgdo necessitado de
angiogénese, ou sistémica.

As células-tronco mesenquimais podem ser geneticamente en-
genheiradas com um ou mais polinucleotideos codificando um agente tera-
péutico. Os polinucleotideos podem ser distribuidos para as células-tronco

mesenquimais via um veiculo de expressao apropriado. Os veiculos de ex-
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pressdo que podem ser empregados para engenheirar geneticamente as
células-tronco mesenquimais incluem, porém nao estio limitados aos veto-
res retrovirais, vetores adenovirais, e vetores do virus adeno-associado.

A selecao de um polinucleotideo apropriado codificando um a-
gente terapéutico & dependente de diversos fatores, incluindo a doenga ou o
disturbio que esta sendo tratado, e o seu grau e gravidade. Os polinucleoti-
deos que codificam os agentes terapéuticos, e os veiculos de expressao a-
propriados séo descritos adicionalmente na Patente U.S. N° 6.355.239.

E para ser entendido que as células-tronco mesenquimais,
quando empregadas nas terapias e nos tratamentos acima mencionados,
podem ser empregadas em combinagdo com outros agentes terapéuticos
conhecidos para aqueles versados na técnica, incluindo, porém nao limita-
dos aos fatores do crescimento, citocinas, farmacos, tais como os farmacos
anti-inflamatorios, e células diferentes das células-tronco mesenquimais, tais
como as células dendriticas, e podem ser administradas com veiculos sold-
veis para ceélulas, tais como o acido hialuribnico, ou em combinagdo com
matrizes soélidas, tais como colageno, gelatina, ou outros polimeros biocom-
pativeis, conforme apropriado.

E para ser entendido que os métodos descritos neste documento
podem ser realizados em diversos modos e com diversas modificagbes e
permutagdes deles que sdo bastante conhecidos na técnica. Também pode
ser apreciado que quaisquer teorias descritas quanto aos modos de agao ou
interagbes entre os tipos de células nao devem ser interpretadas como limi-
tando esta invencao de modo algum, porém sao apresentadas de modo tal
que os métodos da invengao possam ser entendidos mais completamente.

A invencao sera agora descrita em relagao aos desenhos, em
que:

Figura 1 As MSCs modulam as fun¢gées das células dendriti-
cas. (A) Analise citométrica de fluxo das células monociticas DC1 maduras
usando anticorpos contra HLA-DR e CD11c e das células plasmacitéides
DC2 usando anticorpos contra HLA-DR e CD123 (receptor de IL-3). (---):
controle de isétipo; (7): anticorpos conjugados a FITC/PE. (B) As MSCs ini-
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bem a secregdo de TNF-a (eixo y primario) e aumentam a secreg¢ao de IL-10
(eixo y secundario) a partir de DC1 e DC2 ativadas, respectivamente. (C) As
MSCs cultivadas com células DC1 maduras inibem a secregao de IFN-y (ei-
X0 y primario) pelas células T e aumentam os niveis de IL-4 (eixo y secunda-
rio) em comparagéo com a MSC ou a DC sozinha. A producéo diminuida de
IFN-y pré-inflamatério e a produgdao aumentada de IL-4 anti-inflamatéria na
presenca de MSCs indicaram uma mudanga na populacdo de células T para
um fenétipo anti-inflamatério.

Figura 2 As MSCs inibem a fungao das células T efetoras
pré-inflamatodrias. (A) Analise citométrica de fluxo dos nimeros de células
Treg (€M %) por coloragdo das PBMCs ou fragdo nao-aderente, em cultura
de MSC+PBMC (MSC+PBMC) com anticorpos para CD4 conjugados a FITC
(eixo x) e para CD25 conjugados a PE (eixo y). As portas s&o ajustadas com
base nos anticorpos de controle de isétipo como fundo. Os graficos sao re-
presentativos de 5 experimentos independentes. (B) As células Ty1 geradas
na presenca de MSCs secretaram niveis reduzidos de IFN-y (eixo y primario)
e as células T2 geradas na presenga de MSCs secretaram quantidades
aumentadas de IL-4 (eixo y secundario) nos sobrenadantes de culturas de
células. (C) As MSCs inibem a secregdo de IFN-y a partir das células NK
purificadas, cultivadas por 0, 24, ou 48 horas em uma placa de 24 cavidades.
Os dados mostrados sdo a média + SD de secrecao de citocina em um ex-
perimento e sao representativos de 3 experimentos independentes.

Figura 3 As MSCs resultam em nimeros aumentados de po-
pulacao de células T4 € expressiao aumentada de GITR. (A) Uma popu-
lacao de células T,y CD4" CD25" a partir de culturas de PBMC ou MSC +
PBMC (razdo de MSC para PBMC de 1:10) (cultivadas sem nenhuma esti-
mulagao adicional por 3 dias) foi isolada usando um procedimento de isola-
mento magnético de 2 etapas. Estas células foram irradiadas (para bloquear
qualquer proliferagao adicional) e usadas como estimuladores em uma rea-
¢ao de linfécitos mistos (MLR) onde os respondedores eram as PBMCs alo-
génicas (razdo de estimulador para respondedor de 1:100) na presenca de

fitoemaglutinina (PHA) (2,5 mg/ml). As células foram cultivadas por 48 horas,
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apos o que a °H timidina foi adicionada, e a radioatividade incorporada foi
contada apoés 24 horas. Os resultados mostraram que a populagdo de Tieg
gerada na presenga de MSCs (caminho 3) era funcionalmente similar as cé-
lulas T.eg geradas na auséncia de MSCs (caminho 2). (B) As PBMCs foram
cultivadas por 3 dias na auséncia (grafico superior) ou na presenca (grafico
inferior) de MSCs (razéo de MSC para PBMC de 1:10), apés o que a fragao
nao-aderente foi coletada e imunocolorida com GITR marcado com FITC e
CD4 marcada com PE. Os resultados mostram um aumento maior do que
duas vezes na expressado de GITR nas células cultivadas na presenca de
MSCs.

Figura 4 As MSCs produzem PGE: e o bloqueio da PGE; in-
verte os efeitos imunomoduladores mediados pelas MSCs. (A) Secrecéo
de PGE; (média + SD) em sobrenadantes da cultura obtidos de MSCs culti-
vadas na presenga ou ha auséncia dos bloqueadores de PGE, NS-398 ou
indometacina (Indomet.) em diversas concentragées. As concentragdes de
inibidores estdo em uM e os dados apresentados sio valores obtidos apos
24 horas de cultura. (B) Expressao de COX-1 e COX-2 nas MSCs e nas
PBMCs usando RT-PCR em tempo real. As MSCs expressaram niveis signi-
ficativamente maiores de COX-2 em comparagao com as PBMCs e, quando
as MSCs foram cultivadas na presenca das PBMCs, houve um aumento de
>3 vezes na expressdo de COX-2 nas MSCs. Sao mostrados os dados re-
presentativos a partir de 1 de 3 experimentos independentes. As culturas de
MSC+PBMC foram fixadas em uma placa de cadmara de trans-pogos onde
as MSCs foram preparadas em placas sobre a camara inferior e as PBMCs
sobre a camara superior. (C) A presenga dos bloqueadores de PGE; indo-
metacina (Ind.) ou NS-398 aumenta a secrecdo de TNF- o a partir das DCs
ativadas (o) e a secregao de IFN-y a partir das células Ty1 (m) em compara-
¢ao com os controles. Os dados foram calculados como % de alteragao a
partir das culturas geradas na auséncia de MSCs e inibidores de PGE,. (C)
A presenca dos bloqueadores de PGE; indometacina (Indo) e NS-398 duran-
te o cocultivo de MSC-PBMC (1:10) inverte os efeitos antiproliferativos medi-

ados pelas MSCs sobre as PBMCs tratadas com PHA. Os dados mostrados
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sao a partir de um experimento e sao representativos de 3 experimentos in-
dependentes.

Figura 5 A secregao de citocinas em MSCs constitutivas é
elevada na presenca das PBMCs alogénicas. Usando as MSCs humanas
previamente caracterizadas, analisaram-se os niveis das citocinas IL-6 e
VEGF, mediador de lipidio PGE;, e metaloproteinase de matriz 1 (pro-MMP-
1) no sobrenadante de cultura de MSCs cultivadas por 24 horas na presenca
(barras com hachuras) ou na auséncia (barras abertas) de PBMCs (razao de
MSC para PBMC de 1:10). As MSCs produziram IL-6, VEGF, e PGE, consti-
tutivamente, e os niveis destes fatores aumentaram no cocultivo com as
PBMCs, desse modo sugerindo que as MSCs podem desempenhar uma
funcado na modulagéo das fungbes imunes em uma indicagéo inflamatéria.

Figura 6 As MSCs inibem a proliferacao de células T induzi-
da por mitdgeno em um modo dependente da dose. Os nimeros cres-
centes de PBMCs alogénicas foram incubados com numeros constantes de
MSCs (2.000 células/cavidade) preparadas sobre uma placa de 96 cavida-
des, na presenca ou na auséncia de PHA (2,5 mg/ml), por 72 horas, e a in-
corporagéo de °H timidina determinada (em contagens por minuto, ou cpm).
Houve uma inibicdo dependente da dose da proliferacdo das PBMCs trata-
das com PHA na presenca das MSCs. Os resultados representativos a partir
de 1 de 3 experimentos independentes sdo mostrados. Resultados similares
foram descritos por LeBlanc, e outros, Scand J. Immunol., Vol. 57, p. 11
(2003).

Figura 7 Diagrama esquematico do mecanismo de ag¢ao pro-
posto das MSCs

As MSCs mediam os seus efeitos imunomoduladores afetando
as células dos sistemas imunes tanto inatos (DCs - vias 2-4; e NK - via 6)
quanto adaptativos (T - vias 1 e 5 e B - via 7). Em resposta a um patégeno
invasor, as DCs imaturas migram para o local de entrada potencial, amadu-
recem e adquirem uma capacidade de prover as células T simples (por meio
de sinais especificos para antigenos e coestimuladores) para tornarem-se

células T efetoras protetoras (imunidade de Ty1 mediada por células ou de
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Tu2 humoral). Durante a interacéo entre MSC-DC, as MSCs, por meio de
contato direto entre célula-célula ou via fator secretado, podem alterar o re-
sultado da resposta imune por limitagdo da capacidade das DCs de organi-
zarem uma resposta mediada por céluia (via 2) ou por promogao da capaci-
dade de organizar uma resposta humoral (via 4). Também, quando as célu-
las T efetoras maduras estao presentes, as MSCs podem interagir com elas
para distorcer o equilibrio das respostas de Ty1 (via 1) para as respostas de
ThH2 (via 5), e provavelmente para uma atividade de células B produtoras de
IgE aumentada (via 7), resultados desejaveis para a supressdo de GvHD e
sintomas de doengas autoimunes. As MSCs em sua capacidade de resultar
em uma geragao aumentada de populagéo de Treg (via 3) podem resultar em
um fendtipo tolerante e podem auxiliar um hospedeiro receptor por enfra-
quecimento da inflamagéao circunstante em seu microambiente local. A linha
tracejada (----) representa o mecanismo proposto.

A invengdo agora sera descrita em relagdo aos exemplos a se-
guir; € para ser entendido, entretanto, que o escopo da presente invencao
néo & para estar limitado por eles.

Exemplo 1
Materiais e Métodos
Cultura de MSCs humanas

As MSCs humanas foram cultivadas conforme descrito por Pit-
tenger e outros, Science, Vol. 284, p. 143 (1999). Resumidamente, as amos-
tras de medula foram coletadas da crista iliaca de doadores anénimos apo6s
o consentimento notificado pela Poietics Technologies, Div of Cambrex Bios-
ciences. As MSCs foram cultivadas em Meio de Eagle Modificado da Dul-
becco completo-Baixo Teor de Glicose (Life Technologies, Carlsbad, Califor-
nia) contendo 1% de solugao de antibiético-antimiético (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia) e 10% de soro bovino fetal (FBS, JRH BioSciences, Lenexa, Kan-
sas). As MSCs desenvolveram-se como uma monocamada aderente e foram
removidas com tripsina/EDTA (0,05% de tripsina a 37°C por 3 minutos). To-
das as MSCs usadas foram previamente caracterizadas quanto ao potencial

para multiplas linhagens e mantiveram a capacidade de diferenciar-se em
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linhagens mesenquimais (condrociticas, adipogénicas, e osteogénicas) (Pit-
tenger, e outros, Science, Vol. 284, p. 143 (1999)).
Isolamento das Células dendriticas

As células mononucleares sanguineas periféricas (PBMCs) fo-
ram obtidas da Poietics Technologies, Div of Cambrex Biosciences (Wal-
kersville, MD). Os precursores das células dendriticas (DCs) da linhagem
monocitica (CD1c”) foram selecionados positivamente a partir das PBMCs,
usando um meétodo de separagdo magneética de 2 etapas, de acordo com
Dzionek, e outros, J. Immunol., Vol. 165, p. 6037 (2000). Resumidamente, as
células B que expressam CD1c foram esgotadas magneticamente das célu-
las CD19" usando glébulos magnéticos, seguido por marcagédo da fragao
esgotada de células B com CD1c marcada com biotina (BDCA1*) e anticor-
pos antibiotina e sua separagao da fracdo de células ndo marcadas utilizan-
do colunas magnéticas, de acordo com as instru¢gdes do fabricante (Miltenyi
Biotech, Auburn, Califérnia). Os precursores das DCs da linhagem plasmaci-
toide foram isolados das PBMCs por triagem imunomagnética das ceéiulas
revestidas com anticorpos positivamente marcadas (BDCA2") (Miltenyi Bio-
tech, Auburn, Califérnia).
Cultura de MSC-DC

Na maioria dos experimentos, as MSCs humanas e as DCs fo-
ram cultivadas em numeros iguais por diversos periodos de tempo e o so-
brenadante da cuitura de células coletado e armazenado a -80°C até avalia-
cao adicional. Nos experimentos selecionados, as MSCs foram cultivadas
com as células maduras DC1 ou DC2 (razdo de MSC:DC de 1:1) por 3 dias,
e entdo as culturas combinadas (MSCs e DCs) foram irradiadas para impedir
qualquer proliferagao. A seguir, as células T alogénicas, simples, purificadas
de anticorpos (CD4", CD45RA") foram adicionadas as MSCs/DCs irradiadas
e cultivadas por uns 6 dias adicionais. A fragdo de células nao-aderentes
(células T purificadas) foi entdo coletada das culturas, lavada duas vezes e
estimulada novamente com PHA por outras 24 horas, apdés o que os sobre-
nadantes das culturas de células foram coletados e analisados quanto ao

IFN-y e IL-4 secretados por ELISA.
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Isolamento das células NK

As populagoes purificadas de células NK foram obtidas por es-
gotamento das células ndo NK que sdo magneticamente marcadas com um
coquetel de anticorpos monoclonais conjugados a biotina (anticorpos anti-
CD3, -CD14, -CD19, -CD36 e anti-IgE), como um reagente primario, e anti-
corpos monoclonais antibiotina conjugados as Microcontas, como reagente
de marcacgao secundario. As células nao-NK magneticamente marcadas fo-
ram retidas nas colunas MACS (Miltenyi Biotech, Auburn, Califérnia) em um
campo magnético, enquanto que as células NK atravessaram e foram cole-
tadas.

Isolamento da populagao de células Treg

A populagéo de células Tgeg foi isolada usando um procedimento
de isolamento de 2 etapas. Primeiro, as células T que nao eram CD4" foram
indiretamente marcadas de modo magnético com um coquetel de anticorpos
marcados com biotina e microglébulos antibiotina. As células marcadas fo-
ram entao esgotadas por separagcao sobre uma coluna MACS (Miltenyi Bio-
tech, Auburn, Califérnia). A seguir, as células CD4"CD25" foram diretamente
marcadas com microcontas de CD25 e isoladas por seleg¢ao positiva a partir
da fragéo de células T CD4" pré-enriquecida. As células T CD4*CD25" mag-
neticamente marcadas foram retidas sobre a coluna e eluiram apoés a remo-
¢ao da coluna do campo magnético.

Para determinar se a populagdo aumentada de CD4+CD25+ ge-
rada na presenga das MSCs era de natureza supressora, as populagdes de
células T,y CD4+CD25+ foi isolada das culturas de PBMC ou MSC+PBMC
(razdo de MSC para PBMC de 1:10) (cultivadas sem qualquer estimulagao
adicional, por 3 dias) usando um procedimento de isolamento magnético de
2 etapas. Estas células foram irradiadas para bloquear qualquer proliferagao
e usadas como estimuladores em uma reacao de linfécitos mistos (MLR),
onde os respondedores eram as PBMCs alogénicas (razdo de estimulador
para respondedor de 1:100) na presenca de PHA (2,5 ug/ml). A cultura foi
realizada por 48 horas, ap6és o que a *H timidina foi adicionada. A radioativi-

dade incorporada foi contada apés 24 horas.
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As PBMCs foram cultivadas na auséncia ou na presenca das
MSCs (razdo de MSC para PBMC de 1:10), apdés o que a fragdo nao-
aderente foi coletada e imunocolorida com receptor de TNF induzido por gli-
cocorticoéide marcado com FITC, ou GITR, e CD4 marcada com PE.
Geracgao das células Ty1/Th2

As células mononucleares sanguineas periféricas (PBMCs) fo-
ram preparadas sobre placas a 2 x 10° células/ml, por 45 min, a 37°C, para
remover os mondcitos. A fragcdo nao-aderente foi incubada na presenca de
anticorpos anti-CD3 (5 ug/ml) e anti-CD28 (1 ng/ml) ligados as placas, sob
condigdes de Tu1 (IL-2 (4 ng/ml) + IL-12 (6 ng/ml) + anti-IL-4 (1 pg/ml)) ou
Th2 (IL-2 (4 ng/ml) + IL-4 (4 ng/ml) + anti-IFN-y (1 png/ml)) por 3 dias, na pre-
senga ou na auséncia das MSCs. As células foram lavadas e entao estimu-
ladas novamente com PHA (2,5 ug/ml) por outras 24 ou 48 horas, apds o
que os niveis de IFN-y e IL-4 foram medidos nos sobrenadantes das culturas
por ELISA (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota).

Analise dos niveis de VEGF, PGE,, e pro-MMP-1 no sobre-
nadante da cultura das MSCs.

Utilizando as MSCs humanas previamente caracterizadas, os
niveis de Interleucina-6 (IL-6), VEGF, mediador de lipidio prostaglandina E>
(PGE.), e metaloproteinase de matriz 1 (pro-MMP-1) foram analisados no
sobrenadante da cultura das MSCs cultivadas por 24 horas, na presenga ou
na auséncia das PBMCs (razdo de MSC para PBMC de 1:10).

Proliferacao das PBMCs

As PBMCs purificadas foram preparadas por centrifugacdo do
"leukopack” (Cambrex, Walkersville, Maryland) sobre Ficoll-Hypaque (Lym-
phoprep, Oslo, Noruega). As células separadas foram cultivadas (em triplica-

tas) na presencga ou na auséncia das MSCs (preparadas em placas 3-4 ho-
ras antes da adicdo das PBMCs para permitir que elas depositem), por 48
horas, na presenga do mitégeno PHA (Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri).
Nos experimentos selecionados, as PBMCs foram suspensas novamente em
meio contendo os inibidores de PGE; Indometacina (Sigma Chemicals, St.
Louis, Missouri) ou NS-938 (Cayman Chemicals, Ann Arbor, Michigan). A
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(®*H)-timidina foi adicionada (20 pl em uma cultura de 200 pl) e as células
coletadas apés um cultivo adicional de 24 horas usando um coletor automa-
tico. Os efeitos das MSCs ou dos bloqueadores da PGE, foram calculados
como a porcentagem da resposta de controle (100%) na presenga de PHA.
RT-PCR Quantitativa

O RNA total a partir dos precipitados celulares foi preparado u-

sando um kit comercialmente disponivel (Qiagen, Valencia, Califérnia) e de
acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA gendmico contaminante foi
removido usando o kit sem DNA (Ambion, Austin, Texas). A RT-PCR quanti-
tativa foi efetuada sobre um sistema de deteccdo MJ Research Opticon
(South San Francisco, Califérnia) usando o kit de RT-PCR QuantiTect SYBR
Green (Qiagen, Valencia, Califérnia) com os iniciadores em concentragéo de
0,5 pM. As alteragdes relativas nos niveis de expressao nas células cultiva-
das sob diferentes condi¢des foram calculadas pela diferenca nos valores de
Ct (ponto de cruzamento) usando a B-actina como controle interno. As se-
qliéncias para os iniciadores especificos para COX-1 e COX-2 foram: COX-
1: §'-CCG GAT GCC AGT CAG GAT GAT G-3' adiante, 5'-CTA GAC AGC
CAG ATG CTG ACA G-3' anterior; COX-2: 5'-ATC TAC CCT CCT CAA GTC
CC-3' adiante, 5-TAC CAG AAG GGC AGG ATA CAG-3' anterior.

Os numeros crescentes de PBMCs alogénicas foram incubados
com os numeros constantes de MSCs (2.000 células/cavidade) preparadas
sobre uma placa de 96 pog¢os, na presencga de PHA (2,5 ng/ml), por 72 horas,
e a incorporagao de *H timidina (contagens por minuto, cpm) foi determinada.
As PBMCs e as MSCs foram cultivadas em razées de MSC:PBMC de 1:1,
1:3, 1:10, 1:30, e 1:81.

Resultados

Nos presentes estudos, examinou-se a interagcao das MSCs hu-
manas com as populagdes isoladas de células imunes, incluindo as células
dendriticas (DC1 e DC2), as células T efetoras (Ty1 e Ty2) e as células NK.
A interagdo das MSCs com cada tipo de célula imune teve consequéncias
especificas, sugerindo que as MSCs possam modular diversas etapas no

processo da resposta imune. A produgédo de fator(es) secretado(s) que mo-
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dula(m) e pode(m) ser responsavel(is) pelos efeitos imunomoduladores das
MSCs foi avaliada e a sintese de prostaglandina estava envolvida.

As células dendriticas precursoras mieldides (DC1) e plasmaci-
téides (DC2) foram isoladas por triagem imunomagnética das células BD-
CA1" e BDCA2", respectivamente, e maturadas por incubagdao com GM-CSF
e IL-4 (1 x 10° IU/ml e 1 x 10° IU/ml, respectivamente) para as células DC1,
ou IL-3 (10 ng/ml) para as células DC2. Usando a citometria de fluxo, as cé-
lulas DC1 eram HLA-DR® e CD11c¢", enquanto as células DC2 eram HLA-
DR* e CD123" (figura 1A). Na presenca do agente inflamatério lipopolissaca-
rideo bacteriano (LPS, 1 ng/ml), as células DC1 produziram niveis modera-
dos de TNF-a, porém, quando as MSCs estavam presentes (razées exami-
nadas 1:1 e 1:10), houve uma redugado de >50% na secrecao de TNF-a (fi-
gura 1B). Por outro lado, as células DC2 produziram IL-10 na presencga do
LPS e seus niveis foram aumentados mais do que 2 vezes no cocultivo em
MSC:DC2 (1:1) (figura 1B). Portanto, as MSCs modificaram o perfil de citoci-
na das DCs ativadas na cultura para um fenétipo mais tolerogénico. Adicio-
nalmente, as DCs ativadas, quando cultivadas com as MSCs, foram capazes
de reduzir o IFN-y e aumentar os niveis de IL-4 secretados pelas células T
CD4" simples (figura 1C), sugerindo uma mudanca mediada pelas MSCs de
fenétipo de célula T pro-inflamatério para anti-inflamatério.

Como a secre¢ao aumentada de IL-10 desempenha uma fungao
na geracgao de células reguladoras (Kingsley, e outros, J. Immunol., Vol. 168,
p. 1080 (2002)), as células T reguladoras (Treg) foram quantificadas por ci-
tometria de fluxo em coculturas de PBMCs e MSCs. Na cultura das PBMCs
com as MSCs por 3-5 dias, houve um aumento nos numeros de ceélulas Treg
conforme determinado por coloracdo das PBMCs com os anticorpos anti-
CD4 e anti-CD25 (figura 2A), adicionalmente suportando uma resposta tole-
rogénica induzida por MSC. A populacgdo de células Treg CD4'CD25", gera-
da na presencga de MSCs, expressou niveis aumentados de receptor de TNF
induzido por glicocorticdéide (GITR), um receptor da superficie celular ex-
presso sobre as populagdes de células Treg, € €ra de natureza supressora

visto que ela suprimiu a proliferagdo de células T alogénicas (figura 3A,B). A
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segduir, as MSCs foram investigadas quanto a sua capacidade direta de afe-
tar a diferenciagdo das células T. Usando as células T purificadas seleciona-
das por anticorpos (células Th CD4"), as células Ty1 produtoras de IFN-y e
Tw2 produtoras de |L-4 foram geradas na presenga ou na auséncia das
MSCs. Quando as MSCs estavam presentes durante a diferenciacéo, houve
secrecéo reduzida de IFN-y pelas células Ty1 e secrecdo aumentada de IL-4
pelas células Tu2 (figura 2B). Nenhuma alteracéao significativa nos niveis de
IFN-y e IL-4 foi vista quando as MSCs foram adicionadas a cultura apés as
células Th terem se diferenciado (em 3 dias) nos tipos Ty1 ou Ty2 efetores
(dados nao-mostrados). Estes experimentos sugerem que as MSCs podem
afetar a diferenciagcédo das células T efetoras diretamente e alterar a secre-
¢ao de citocinas pelas células T para um fenétipo humoral.

Similarmente, quando as MSCs foram cultivadas com as células
NK purificadas (CD3-, CD14-, CD19-, CD36°) em uma razao de 1:1 para dife-
rentes periodos de tempo (0-48 h), houve uma secregao diminuida de IFN-y
no sobrenadante da cultura (figura 2C), com isso sugerindo que as MSCs
podem modular as fungdes das células NK também.

Um trabalho anterior tinha indicado que as MSCs modificam as
funcdes das células T por fator(es) soltuvel(is) (LeBlanc, e outros, Exp. He-
matol., Vol. 31, p. 890 (2003); Tse, e outros, Transplantation, Vol. 75, p. 389

(2003)). Observou-se que as MSCs secretaram diversos fatores, incluindo

IL-6, prostaglandina E,, VEGF e proMMP-1 constitutivamente, e os niveis de
cada um aumentaram na cultura com as PBMCs (figura 5). Para investigar
os fatores derivados das MSCs que resultam na inibicdo do TNF-a e no au-
mento da produgao de IL-10 pelas DCs, a fungéo potencial da prostaglandi-
na E; foi investigada, visto que ela tinha sido mostrada inibir a producgéo de
TNF-a pelas DCs ativadas (Vassiliou, e outros, Cell. Immunol., Vol. 223, p.
120 (2003)). Os meios condicionados de cultura de MSC (cultura por 24 ho-
ras de 0,5 x 10° células/ml) continham aproximadamente 1000 pg/mi de
PGE: (figura 4A). Nao havia nenhuma presenca detectavel de indutores co-
nhecidos da secre¢do de PGE;, p.ex., TNF-a, IFN-y ou IL-1B (dados né&o-

mostrados) no sobrenadante da cultura, indicando uma secregéo constitutiva
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de PGE; pelas MSCs. A secre¢ao de PGE; pelas hMSCs foi inibida 60-90%
na presenga dos inibidores conhecidos da produgao de PGE;, NS-398 (5
uM) e indometacina (4 pM) (figura 4A). A medida que ocorre a liberagdo da
secrecao de PGE,, como um resultado da atividade enzimatica da enzima
cicloxigenase 1 (COX-1) constitutivamente ativa e da enzima cicloxigenase 2
(COX-2) induzivel (Harris, e outros, Trends Immunol., Vol. 23, p. 144 (2002)),
analisava-se a expressdo do mRNA para COX-1 e COX-2 nas MSCs e

PBMCs usando o sistema de cultura de transcavidades. As MSCs expressa-
ram niveis significativamente maiores de COX-2 em comparagao com as
PBMCs e os niveis de expressdao aumentam > 3 vezes na cocultura das
MSCs e PBMCs (razdo de MSC para PBMC de 1:10) por 24 horas (figura
4B). Viram-se alteragdes modestas nos niveis de COX-1, sugerindo que o
aumento na secre¢ao de PGE; na cocultura de MSC-PBMC (figura 5) é me-
diado pela suprarregulagdo da COX-2. Para investigar se os efeitos imuno-
moduladores da MSC sobre as DCs e as células T eram mediados pela
PGE;, as MSCs foram cultivadas com as células dendriticas ativadas (DC1)
ou as células Tu1, na presenga dos inibidores da PGE,; NS-398 ou indome-
tacina. A presenca de NS-398 ou indometacina aumentou a secrecdo de
TNF-a pelas DC1s e a secrecao de IFN-y a partir das células Ty1 (figura 4C),
respectivamente, sugerindo que os efeitos das MSCs sobre os tipos de célu-
las imunes podem ser mediados pela PGE; secretada. Os estudos recentes
mostraram que as MSCs inibem a proliferagao de células T induzida por di-
versos estimulos (DeNicola, e outros, Blood, Vol. 99, p. 3838 (2002); Le-
Blanc, e outros, Scand. J. Immunol., Vol. 57, p. 11 (2003)). Observou-se que

as MSCs inibem a proliferagao de células T induzida por mitbgeno em um

modo dependente da dose (figura 6) e, quando os inibidores da PGE,; NS-
398 (5 uM) ou indometacina (4 uM) estavam presentes, houve um aumento
de >70% na incorporagéo da (*H) timidina pelas PBMCs tratadas com PHA
nas culturas contendo MSCs, em comparagdo com os controles sem os ini-
bidores (figura 4D).

Em resumo, propde-se um modelo de interagdo da MSC com

outros tipos de células imunes (figura 7). Quando as células T maduras es-
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tao presentes, as MSCs podem interagir com elas diretamente e inibir a pro-
ducéo de IFN-y pro-inflamatério (via 1) e promover o fenétipo de células T
reguladoras (via 3) e as células Ty2 anti-inflamatorias (via 5). Ademais, as
MSCs podem alterar o resultado da resposta imune da célula T através das
DCs por secregao de PGE,, inibindo as células DC1 pré-inflamatorias (via 2)
e promovendo as células DC2 anti-inflamatérias (via 4) ou as DCs regulado-
ras (via 3). Uma mudanc¢a para a imunidade de Ty, por sua vez, sugere uma
mudang¢a na atividade da célula B para a geragdo aumentada de anticorpos
dos subtipos IgE/IgG1 (via 7). As MSCs, por sua capacidade de inibir a se-
cregao de IFN-y a partir das células NK, provaveimente modificam a funcao
das células NK (via 6). Este modelo de interagdes entre MSCs:Células imu-
nes esta consistente com a experimentagcao efetuada em diversos outros
laboratérios (LeBlanc, e outros, Exp. Hematol., Vol. 31, p. 890 (2003); Tse, e
outros, Transplantation, Vol. 75, p. 389 (2003); DiNicola, e outros, Blood, Vol.

99, p. 3838 (2002)). O exame adicional dos mecanismos propostos esta em
andamento e os estudos de animais sdo agora necessarios para examinar
os efeitos in vivo da administracdo das MSCs.

Exemplo 2

As células-tronco mesenquimais foram dadas a uma paciente de
33 anos de idade, sofrendo de doenga do enxerto versus hospedeiro (G-
VHD) de Grau IV, gastrointestinal. A paciente estava resistente a todos os
outros tratamentos de GVHD. Os exames endoscépicos do cbdlon da pacien-
te mostraram areas de ulceragao e inflamagao, antes do tratamento. A histo-
logia do cblon da paciente mostrou que a doenga do enxerto versus hospe-
deiro tinha destruido a grande maioria das criptas intestinais da paciente,
antes do tratamento.

A paciente recebeu uma infusdo intravenosa de células-tronco
mesenquimais alogénicas em 50 ml de Plasma Lyte A, em uma quantidade
de 3 X 108 células por quilograma de peso do corpo.

A paciente foi avaliada em duas semanas ap6és a infusdo. Nas
duas semanas apds a infusdo, um exame endoscépico do colon da paciente

mostrou que as areas de inflamacgao e ulceragao, visiveis antes do tratamen-
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to, estavam resolvidas. Além disso, uma biopsia do célon da paciente mos-
trou uma regeneragéao significativa das criptas intestinais. Assim, a adminis-
tragdo das células-tronco mesenquimais a paciente resultou em uma redu-
cao significativa no componente inflamatério da doenca do enxerto versus
hospedeiro gastrointestinal, e resultou na regeneracédo de tecido intestinal
funcional novo.

As descricdes de todas as patentes, publicagdes, incluindo os
pedidos de patente publicados, nimeros de acesso do depositario, e nume-
ros de acesso dos bancos de dados sao, pelo presente, incorporadas por
referéncia na mesma proporgdo como se cada patente, publicagio, nimero
de acesso do depositario, e numero de acesso do banco de dados fosse es-
pecifica e individualmente incorporado por referéncia.

E para ser entendido, entretanto, que o escopo da presente in-
vengao nao € para estar limitado as modalidades especificas descritas aci-
ma. A invengao pode ser praticada em um modo diferente como particular-
mente descrito e ainda estar dentro do escopo das reivindicagbes que a-

companham.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de células-tronco mesenquimais, caracterizado pelo fato
de que é para a preparagdo de uma combinagao/composi¢cdo/medicamento
para restaurar o dano epitelial em um animal em necessidade da mesma.

2. Uso de células-tronco mesenquimais, caracterizado pelo fato
de que é para a preparagao de uma combinagao/composigado/medicamento
para restaurar o tecido intestinal lesionado em um animal em necessidade
da mesma.

3. Uso de células-tronco mesenquimais, caracterizado pelo fato
de que é para a preparagdo de uma combinagao/composigao/medicamento
para restaurar o tecido intestinal ulcerado em um animal em necessidade da
mesma.

4. Uso de células-tronco mesenquimais, caracterizado pelo fato
de que é para a preparagdao de uma combinagdo/composi¢cao/medicamento
para regenerar o tecido intestinal em um animal em necessidade da mesma.

5. Método para restaurar o dano epitelial em um animal, caracterizado
pelo fato de que compreende administrar ao dito animal as células-tronco
mesenquimais em uma quantidade eficaz para restaurar o dito dano epitelial
no dito animal.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo
fato de que o dito animal € um mamifero.

7. Método de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo
fato de que o dito mamifero € um ser humano.

8. Método de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado pelo
fato de que o dito dano epitelial € um resultado da doenga do enxerto versus
hospedeiro.

9. Método de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo
fato de que o dito dano epitelial € um resultado de uma doenga autoimune.

10. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo
fato de que a dita doenga autoimune € selecionada a partir do grupo que
consiste essencialmente em artrite reumatdide, doenca de Crohn, diabete

Tipo 1, esclerose multipla, escleroderma, Doenga de Grave, lupo, doenga
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inflamatéria do intestino, gastrite autoimune, e doenga glomerular autoimune.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo
fato de que o dito dano epitelial compreende o tecido epitelial intestinal ulce-
rado.

12. Método para restaurar o tecido intestinal lesionado em um
animal, caracterizado pelo fato de que compreende administrar ao dito ani-
mal as células-tronco mesenquimais em uma quantidade eficaz para restau-
rar o dito tecido intestinal lesionado.

13. Método de acordo com a reivindicacido 12, caracterizado pe-
lo fato de que o dito animal esta sofrendo de doenga do enxerto versus hos-
pedeiro.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado pe-
lo fato de que o dito animal esta sofrendo de uma doenga autoimune.

156. Método de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado pe-
lo fato de que a dita doenca autoimune é selecionada a partir do grupo que
consiste essencialmente em artrite reumatéide, doenga de Crohn, diabete
Tipo 1, esclerose multipla, escleroderma, Doenga de Grave, lupo, doenca
inflamatoéria do intestino, gastrite autoimune, e doenga glomerular autoimune.

16. Método para restaurar o tecido intestinal ulcerado em um
animal, caracterizado pelo fato de que compreende administrar ao dito ani-
mal as células-tronco mesenquimais em uma quantidade eficaz para restau-
rar o dito tecido intestinal ulcerado.

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, caracterizado pe-
lo fato de que o dito animal esta sofrendo de doenga do enxerto versus hos-
pedeiro.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pe-
lo fato de que a dita doenga do enxerto versus hospedeiro é a doenga do
enxerto versus hospedeiro de Grau IV, gastrointestinal.

19. Metodo de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado pe-
lo fato de que o dito animal esta sofrendo de uma doenca autoimune.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado pe-

lo fato de que a dita doenga autoimune é selecionada a partir do grupo que
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consiste essencialmente em artrite reumatdide, doenga de Crohn, diabete
Tipo 1, esclerose multipla, escleroderma, Doenca de Grave, lupo, doencga
inflamatoria do intestino, gastrite autoimune, e doencga glomerular autoimune.

21. Método para regenerar o tecido intestinal em um animal, ca-
racterizado pelo fato de que compreende administrar ao dito animal as célu-
las-tronco mesenquimais em uma quantidade eficaz para regenerar o dito
tecido intestinal.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pe-
lo fato de que o dito animal esta sofrendo de doenga do enxerto versus hos-
pedeiro.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pe-
lo fato de que o dito animal esta sofrendo de uma doenga autoimune.

24. Metodo de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado pe-
lo fato de que a dita doenga autoimune é selecionada a partir do grupo que
consiste essencialmente em artrite reumatoide, doenca de Crohn, diabete
Tipo 1, esclerose multipla, escleroderma, Doenga de Grave, lupo, doencga
inflamatoria do intestino, gastrite autoimune, e doenca glomerular autoimune.

25. Invengdo em todas as suas concretizagbes e realizacgoes,
caracterizada pelo fato de que € como descrita no relatério descritivo do pre-
sente pedido de patente, particularmente nos Exemplos ilustrativos, em to-

das as formas ou classes de reivindicagdes aplicaveis.
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RESUMO
Patente de Invencao: "USOS DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS".

A presente invencgao refere-se a métodos de tratar doengas au-
toimunes, respostas alérgicas, cancer, ou doencgas inflamatérias em um ani-
mal, promover a cicatrizagdo da ferida, restaurar o dano epitelial e promover
a angiogénese em um 6rgéo ou tecido de um animal, por administragdo ao

animal de células-tronco mesenquimais em uma quantidade eficaz.
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