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“METODO IN VITRO PARA PREDIZER A TOXICIDADE DE UMA
SUBSTANCIA TESTE, USO DE CELULAS-TRONCO ADULTAS HUMANAS
PARA PREDIZER A TOXICIDADE DE UMA SUBSTANCIA TESTE, E, KIT DE
DIAGNOSTICO”

CAMPO DA INVENGAO

[001] A presente invencao se refere a um método in vitro para predizer a
toxicidade de uma substancia teste, através do uso de células-tronco adultas
humanas. Mais particularmente, a presente invencdo se refere a triagem
toxicoldgica in vitro com método e/ou kit de diagnéstico de substancias teste
compreendendo substancias quimicas, farmacos, compostos, misturas,
particulados, e semelhantes. A invengado prové a utilizacdo de células-tronco
adultas humanas, que podem ser obtidas de varios tecidos humanos como por
exemplo as células obtidas de tecido adiposo (ADSC) ou células especificas
derivadas de células-tronco adultas humanas assim como metodologias para
utilizar essas células para avaliagao da citotoxicidade, baseados na agao nao
apenas na viabilidade celular ou numero de células, mas em seu efeito no
processo de diferenciagdo celular em adipdcitos. De forma mais especifica, a
invencdo prové uma metodologia in vitro para avaliar a toxicidade sobre a
diferenciagdo celular de células-tronco adultas, entre elas ADSC.
Adicionalmente, marcadores de predi¢cao do efeito tdxico sdo identificados e
providos pela presente inven¢gdo como a alteragao no percentual ou na area de
diferenciacdo celular, entre outros, de forma a correlacionar o efeito téxico
identificado com o efeito inibitério na diferenciagao celular.

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

[002] Tanto produtos ja estabelecidos no mercado quanto produtos
obtidos ao longo de seu processo de desenvolvimento, principalmente aqueles
destinados a uso humano na forma de farmacos e seus correlatos, sao
submetidos a uma série de ensaios que avaliam nao apenas a sua eficacia
e/ou poténcia, mas também a seguranca e toxicidade.

[003] Tradicionalmente, os estagios iniciais de descoberta e
desenvolvimento de medicamentos tém se concentrado na otimizagcdo de
ligacdo e poténcia de compostos experimentais. Tipicamente, sdo realizados
estudos em animais no estagio pré-clinico dos compostos candidatos a

farmacos para caracterizar farmacocinética (PK), farmacodinamica (PD) e
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toxicidade fisioldgica. No entanto, os estudos animais sao dispendiosos,
demorados e sdo limitados. Além disso, muitas drogas tém mostrado efeitos
colaterais imprevistos ou imprevisiveis apenas depois de chegar ensaios
clinicos ou libertagdao em larga escala para o publico.

[004] Grande parte dos ensaios de toxicidade aplicados tanto no controle
de qualidade quanto no desenvolvimento de produtos que utilizam animais em
seus processos, sao questionados mundialmente ja de longa data, sendo
primeiramente mencionado em 1959 por William Russell e Rex Burch, que
descreveram o principio dos 3Rs, do Inglés “Replacement, Reduction and
Refinement”, como substituir, reduzir e refinar o uso de animais (Russell WMS,
Burch RL.The principles of humane experimental technique.London: Methuen;
1959.), principio este que é amplamente revisto desde entdo (Flecknell P.
ALTEX 2002; 19(2):73-8. Replacement, reduction and refinement., e
Kandarova H. & Letasiova S. Interdiscip Toxicol. 2011 Sep; 4(3): 107-113.
Alternative methods in toxicology: pre-validated and validated methods.).
Liebsch e seus colaboradores (Liesbsch M. et al, 2011. Arch Toxicol 85. 841-
858. Alternatives to animal testing: current status and future perspectives)
também notaram que é muito importante o uso de células ou tecidos humanos
para predicdo de toxicidade ao invés do uso de animais. Existem diversos
esforcos nacionais (Eskes, C. et al 2009. Altex 26, 303-306. Proposal for a
Brazilian centre on alternative test methods. Altex 26, 303-306) e internacionais
(Kandarova & Letasiova, 2011) para a redugao, substituicdo e refinamento do
uso de animais. Devido a essa urgéncia, se faz necessario o desenvolvimento
de métodos alternativos para a predi¢ao de toxicidade em humanos (Halle, W.,
2003. ATLA 31, 89-198. The Registry of Cytotoxicity: toxicity testing in cell
cultures to predict acute toxicity (LD50) and to reduce testing in animals.).
Apesar da reducao do uso de animais ter grande impacto econémico e social
na pesquisa e desenvolvimento tecnolégico, métodos alternativos capazes de
prever a toxicidade de produtos nos mais diversos substratos celulares
precisam passar por um longo processo de avaliagdo para entdao serem e
aprovados pelas agéncias regulatérias de ensaios de citotoxicidade. A
aplicabilidade desses ensaios precisa ser comprovada, baseada em estudos
validados e reconhecidos internacionalmente. Para isto comités internacionais
e nacionais foram criados com a finalidade de organizar a validacdo de
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métodos alternativos como o ICCVAM (The Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods), ECVAM (European
Centre for the Evaluation of Alternative Methods ) e o recentemente criado em
2012, o BRACVAM (Brazilian Centre for the Evaluation of Alternative Methods).

[005] Além disso, as autoridades regulatérias no Brasil reconheceram 17
métodos alternativos ao uso de animais em 2014 (Resolugcdo Normativa no. 18
de 24 de setembro de 2014), e € mandatério que os laboratérios que realizam
0s ensaios correspondentes em animais fagcam a substituicdo completa até
2019. Desses métodos, 4 sdo para avaliacdo da toxicidade aguda, sendo que
apenas um deles é in vitro para triagem, baseado apenas na avaliagdo do
efeito do composto teste sobre a captagcdo do corante vermelho neutro,
indicador de viabilidade celular (OECD. 2010. Guidance document on using
cytotoxicity tests to estimate starting doses for acute oral systemic toxicity tests
N°. 129. OECD Environment, Health and Safety Publications, Paris). Esse
método nao é 100% acurado para predizer a toxicidade das drogas testadas,
especialmente aquelas de maior toxicidade, contudo sua utilizagdo ja permite
reduzir o uso de animais em 28% (substancia referéncia) e até 50%
(substancias néo classificadas) (OECD N°. 129, 2010).

[006] Entre os principais substratos celulares utilizados em ensaios de
citotoxicidade estdo o uso de cultivos celulares primarios e as linhagens
transformadas (Hook, L.A., 2012. Drug Discovery today 17, 336-342. Stem cell
technology for drug discovery and development.). Cada um dos substratos
apresenta vantagens e desvantagens, principalmente relacionadas com o alto
custo dos ensaios, variabilidade de lotes de cultivos primarios e a instabilidade
genética e resposta nao fisiolégica de linhagens transformadas. Além disso,
dependendo do ensaio utilizado, a predigao da toxicidade nao é perfeita, o que
constitui um dos principais contrapontos da substituicao de ensaios animais por
testes alternativos de citotoxicidade.

[007] As células-tronco sdao apontadas como um bom modelo para
predicdo de toxicidade, pois além de possibilitarem a avaliacdo do efeito
citotdxico na viabilidade, proliferacéo e sobrevivéncia celular, permitem avaliar
a citotoxicidade no processo de diferenciacdo celular e esta € a principal
vantagem de seu uso para predicdo da toxicidade. Existe apenas uma
metodologia validada pelo ECVAM (Comité Europeu para Validagdo de
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Métodos Alternativos) que utiliza células-tronco embrionarias murinas em
comparagdo com fibroblastos murinos da linhagem Balb/c 3T3 (Scholz G. et al.,
1999. Toxicology in vitro 13: 675-681. Prevalidation of the Embryonic Stem Cell
Test (EST) -A New In Vitro Embryotoxicity Test* e, ECVAM, 2010. Embryonic
Stem Cell Test: DB-ALM Protocol No. 113. 1-31.). Apesar da alta acuracia da
metodologia de predicdo da embriotoxicidade, de 78% frente ao painel de
substancias de referéncia utilizadas na validagdo do teste, o ensaio por si s6
ndo é suficiente e deve ser utilizado em uma estratégia integrada de testes.
Além disso, € um ensaio que utiliza células murinas e nao humanas, desta
forma, varios ensaios utilizando células embrionarias humanas estdo em
desenvolvimento (Rajamohan, D. et al. 2013. BioEssays: news and reviews in
molecular, cellular and developmental biology 35, 281-298. Current status of
drug screening and disease modelling in human pluripotent stem cells. e
Behar, R.Z.. et al. 2012. Journal of pharmacological and toxicological methods
66, 238-245. A method for rapid dose-response screening of environmental
chemicals using human embryonic stem cells) sem contudo terem sido
validados até o momento.

[008] O uso de células-tronco mesenquimais adultas humanas em
ensaios de citotoxicidade também ja esta em discusséo (Chang J. et al., 2007.
biochemical pharmacology 7 4. 1371-1382. Effects of anti-inflammatory drugs
on proliferation, cytotoxicity and osteogenesis in bone marrow mesenchymal
stem cells, Scanu, M. et al, 2011. Toxicology in vitro: an international journal
published in association with BIBRA 25, 1989-1995. Evaluation of the use of
human Mesenchymal Stem Cells for acute toxicity tests., e Guo, L.W. et al,,
2012. Toxicology and applied pharmacology 262, 117-123. Cytotoxicity and
inhibitory effects of low-concentration triclosan on adipogenic differentiation of
human mesenchymal stem cells), embora sem o estabelecimento de controles
e critérios necessarios para o estabelecimento de um ensaio baseado na
inibicdo da diferenciacdo celular. As principais vantagens da utilizacdo deste
tipo celular & que constituem células de origem humana e tanto sua capacidade
de proliferacéo/sobrevivéncia podem ser avaliadas e também a sua capacidade
de diferenciagao celular em diferentes tipos celulares como adipécitos,
osteoblastos, entre outros, constituindo um ensaio de avaliagdo de

citotoxicidade mais sensivel e com potencial de predicdo de efeito toxico em
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humanos mais acurado do que os sistemas in vitro atualmente disponiveis.
Desta forma o desenvolvimento de ensaios de citotoxicidade com células-
tronco adultas humanas é uma grande inovacgéao tecnoldgica com aplicabilidade
para avaliagdo de citotoxicidade de compostos quimicos e de produtos ja
estabelecidos ou em desenvolvimento.

[009] Além disso, as células-tronco derivadas de tecido adiposo podem
ser obtidas de material adiposo que normalmente €& descartado em
procedimentos como lipoaspiracdo e cirurgia bariatrica. Essa grande
disponibilidade € uma vantagem para fins biotecnoldgicos, uma vez que as
células-tronco podem ser largamente isoladas de tecidos que sdo normalmente
descartados, sem a necessidade de qualquer outro procedimento invasivo no
doador. Por exemplo, um (1) grama de tecido adiposo produz
aproximadamente 5000 células tronco, enquanto que o rendimento a partir de
células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea (BM-MSCs) é de 100
a 1000 células/mL de medula. Em média, o rendimento de células ADSC de
lipoaspirado processado compreende aproximadamente 2% de células
nucleadas. (Hakan Orbay H. et al. 2012. Stem Cells Int. 2012; 2012: 461718.
Published online 2012 May 14. Mesenchymal Stem Cells Isolated from Adipose
and Other Tissues: Basic Biological Properties and Clinical Applications).
Células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea foram avaliadas
como bons substratos celulares para a predicéo de classificagao de toxicidade
por captacédo de vermelho neutro comparado com NHKs e fibroblastos murinos
3T3 (Scanu, M., Mancuso, L., Cao, G., 2011.). Embora estes resultados sejam
promissores, células-tronco derivadas de medula 6ssea nao sao tao facilmente
obtidas, de modo que outras fontes de células-tronco multipotentes devem ser
avaliadas para ensaios de citotoxicidade.

[010] Apesar das tentativas que tém sido desenvolvidas para validar
métodos alternativos de predicdo de toxicidade, existe uma preocupacgao
especial sobre a ma correlagéo entre os dados in vitro, que s&o expressos pelo
ICso (dose que causa 50% de inibicdo da atividade desejada) e valores de
dados in vivo, que sao expressos pelo DLsy (dose que causa 50% das mortes
nos animais). Essa correlagao foi estabelecida pelo Registry of Citotoxicity (RC)
(Halle, W., 2003) e foi ainda complementada pelo ICCVAM para obter uma

predicdo DLsp mais confiavel, ndo s6 para substancias puras, mas também
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para misturas (ICCVAM, 2006. Test Method Evaluation Report (TMER): in vitro
cytotoxicity test methods for estimating starting doses for acute oral systemic
toxicity testing. National Institute for Environmental Health Sciences. NIH
Publication No: 07-4519, Research Triangle Park, NC).

[011] Células 3T3 e NHKs (queratindcitos humanos normais) séo
amplamente aceitos como substratos celulares para o ensaio de captagao de
vermelho neutro para determinar as doses iniciais para testes de toxicidade
oral aguda e correlacdo entre ICsp e predicdo DLsp (ICCVAM, 2006a.
Background Review Document: in vitro basal cytotoxicity test methods for
estimating acute oral systemic toxicity. National Institute for Environmental
Health Sciences. NIH Publication No: 07-4518, Research Triangle Park, NC.
Vol 1., ICCVAM, 2006b. Background Review Document:. in vitro basal
cytotoxicity test methods for estimating acute oral systemic toxicity. National
Institute for Environmental Health Sciences. NIH Publication No: 07-4518,
Research Triangle Park, NC., Research Triangle Park, NC. Vol 2., ICCVAM,
2006c. Recommended Test Method Protocol: BALB/c 3T3 NRU Cytotoxicity
Test Method., ICCVAM, 2006d. Recommended Test Method Protocol: Normal
Human Keratinocyte NRU Cytotoxicity Test Method e ICCVAM, 2006e. Test
Method Evaluation Report (TMER): in vitro cytotoxicity test methods for
estimating starting doses for acute oral systemic toxicity testing. National
Institute for Environmental Health Sciences. NIH Publication No: 07-4519,
Research Triangle Park, NC.) Os principais substratos celulares usados em
ensaios de citotoxicidade sao culturas de células primarias e as cepas
transformadas. Cada um dos substratos tem vantagens e desvantagens. As
desvantagens sao principalmente relacionadas com o alto custo e a
variabilidade de culturas primarias e instabilidade genética ou a resposta
fisiologica de cepas transformadas; assim, as células-tronco sdo muito
promissoras para estudos de toxicologia (Hook, L.A., 2012. Drug discovery
today 17, 336-342. Stem cell technology for drug discovery and development).

[012] Dados prévios de nosso grupo, aqui descritos como referéncia,
correspondente a artigo cientifico aceito para publicagéo (Abud, APR., et al.

2015. The use of human adipose-derived stem cells based cytotoxicity assay

for acute toxicity test. Regul Toxicol Pharmacol. 2015 Sep 14. pii: S0273-
2300(15)30063-5. doi: 10.1016/j.yrtph.2015.09.015), indicam que células-
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tronco derivadas de tecido adiposo sdo substratos adequados para a
realizacdo de ensaios de citotoxicidade baseado na avaliacdo do efeito do
composto teste sobre a captagdo do corante vermelho neutro, indicador de
viabilidade celular (OECD. 2010. No. 129). Neste trabalho, foram comparados
os dados para 12 substancias de referéncia entre a linhagem de referéncia 3T3
e amostras de 2 doadores de ADSC. Os dados obtidos indicaram que ADSC
sdo equiparaveis aos modelos celulares disponiveis, além de permitirem a
predicdo da classe de toxicidade de 50% das drogas avaliadas, em
comparagado com 50% da linhagem murina de referéncia (Balb 3T3) ou mesmo
30% da linhagem humana (NHK) também utilizada neste tipo de ensaio.
Apesar de ter acuracia comparavel do que os sistemas disponiveis, a principal
limitacdo deste método in vitro com modelos celulares é acertar a classe de
toxicidade das drogas mais téxicas. Adicionalmente, foi observado por nosso
grupo que para as células-tronco adultas, os valores de ICsy calculados séo
maiores do que para 3T3, indicando que essas células s&do mais resistentes do
que a linhagem de referéncia, apesar de serem equivalentes a linhagem celular
de referéncia para a predicao de DLsy (Abud, APR., et al. 2015. The use of
human adipose-derived stem cells based cytotoxicity assay for acute toxicity
test. 2015 Sep 14. doi: 10.1016/).yrtph.2015.09.015). Embora tenhamos
demonstrado dados promissores com o uso de ADSC para o ensaio in vitro
para a previsdo de doses iniciais para ensaios de toxicidade aguda, nao foi
possivel determinar a classe de GHS correta para as substancias teste mais
téxicas, em nosso estudo. (Abud, APR., et al. 2015. The use of human
adipose-derived stem cells based cytotoxicity assay for acute toxicity test. 2015
Sep 14. doi: 10.1016/j.yrtph.2015.09.015) e em outros (ICCVAM, 2006c.
Recommended Test Method Protocol: BALB/c 3T3 NRU Cytotoxicity Test
Method e Scanu et al. 2011). Assim, este método pode ser usado para uma
triagem inicial da substancias teste, embora os métodos mais precisos e
sensiveis tém de ser ainda desenvolvidos.

[013] Assim, existe a necessidade técnica de desenvolvimento de
metodologia in vitro, com células humanas de facil cultivo e obtencdo para
predicdo mais sensivel da toxicidade de compostos teste.

SUMARIO DA INVENGAO

[014] O objetivo da presente invencéo € promover a aplicabilidade do
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uso de células-tronco adultas humanas em ensaios de citotoxicidade baseados
na inibicdo da diferenciagao celular, como uma alternativa ao uso de animais e
para a predi¢do da toxicidade de substancias teste como substancias quimicas,
farmacos, compostos, misturas, particulados, etc., de produtos ja estabelecidos
ou em desenvolvimento.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

[015] A Figura 1 mostra a inibicdo da diferenciagdo adipogénica
utilizando células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo (ADSC)
e a substancia teste SDS para os trés parametros avaliados: numero de
nucleos, % de diferenciagéo e area.

[016] A Figura 2 mostra o resultado de um ensaio de viabilidade celular
utilizando células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo (ADSC)
e a substancia teste dicromato de sodio.

[017] A Figura 3 mostra a inibicdo da diferenciacdo adipogénica
utilizando células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo (ADSC)
e a substancia teste dicromato de sédio para os trés parametros avaliados:
nuamero de nucleos, % de diferenciacéo e area.

[018] A Figura 4 mostra o resultado de um ensaio de viabilidade celular
utilizando células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo (ADSC)
e a substancia ciclohexamida.

[019] A Figura 5 mostra a inibicdo da diferenciacdo adipogénica
utilizando células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo (ADSC)
e a substancia ciclohexamida para os trés parametros avaliados: numero de
nucleos, % de diferenciacao e area.

[020] A Figura 6 mostra o resultado de um ensaio de viabilidade celular
utilizando células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo (ADSC)
e a substancia acido tricloroacético (TCA).

[021] A Figura 7 mostra a inibicao da diferenciagao adipogénica
utilizando células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo (ADSC)
e a substancia acido tricloroacético (TCA) para os trés parametros avaliados:
numero de nucleos, % de diferenciagao e area.

[022] A Figura 8 mostra exemplos da deteccdo de efeito téxico

estimulatério como o exemplo de drogas que apresentaram efeito estimulatorio.
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A e B - cicloheximida; C e D — etilenoglicol para numero de nucleos e % de
diferenciagédo celular.
DESCRIGCAO DETALHADA INVENGAO

[023] As células-tronco apresentam capacidade de autorrenovagao e
diferenciacdo em diferentes tipos celulares, conforme revisto (National Institute
Oof Health, Stem Cell Basics, 2002. Disponivel em:
<http://stemcells.nih.gov/info/basics/pages/basics1.aspx> Acesso em:
07/01/2015). A presente invencdo prové que a agao de substancias durante o
processo de diferenciagdo celular, podera ser uma maneira de avaliagéo de
toxicidade, ou seja, a avaliagdo durante o processo de diferenciagcdo poderia
predizer com maior acuracia na avaliagao da toxicidade de compostos teste.
Nenhuma metodologia validada existente, de conhecimento dos inventores,
utiliza células-tronco adultas humanas como substratos para a realizacdo de
ensaios de citotoxicidade baseadas na sua capacidade de diferenciacdo
celular. Células-tronco isoladas de tecido adiposo s&o de mais facil obtencéo
que outras fontes de células-tronco mesenquimais como a medula 6ssea (Baer,
P.C., 2014. World journal of stem cells 6, 256-265. Adipose-derived
mesenchymal stromal/stem cells: An update on their phenotype in vivo and in
vitro.), utilizadas previamente em outro estudo, onde se avaliou apenas a agao
de substancias na viabilidade celular (Scannu, et al 2011).

[024] Existem varios ensaios de citotoxicidade no estado da técnica,
contudo uma questdo a ser levada em consideragdo é a capacidade de
predicdo da toxicidade para seres humanos, que nem sempre & acurada para
os sistemas disponiveis. Desta forma, ensaios alternativos ao uso de animais
que tenham correlagdo com os efeitos in vivo, precisam ser desenvolvidos. As
células-tronco adultas humanas, além de constituirem uma promissora fonte de
células para terapias celulares, também podem ter aplicacdo biotecnoldgica
como substrato celular para ensaios de citotoxicidade. As principais vantagens
da utilizacdo deste tipo celular € que constituem células de origem humana e
que tanto sua capacidade de proliferacdo/sobrevivéncia podem ser avaliadas
quanto sua capacidade de diferenciacdo em diferentes tipos celulares como
adipécitos, osteoblastos, entre outros, constituindo um ensaio de avaliacdo de
citotoxicidade possivelmente mais sensivel e com potencial de predigdo de

efeito tdxico em humanos mais acurado do que os sistemas in vitro atualmente
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disponiveis. Nao ha relatos sobre o uso de células-tronco adultas humanas
derivadas de tecido adiposo (ADSC) para avaliacdo de toxicidade por uma
metodologia validada. ADSC séo facilmente obtidos a partir de lipoaspirados do
tecido adiposo subcutaneo. Este tecido € normalmente descartado, o que
representa uma fonte disponivel para o isolamento de células-tronco (Gimble,
JM., Katz, AJ.,, Bunnell, B.A, 2007. Adipose-derived stem cells for
regenerative medicine. Circ Res 100, 1249-1260.).

[025] Desta forma o desenvolvimento de ensaios de citotoxicidade com
células-tronco adultas humanas € uma grande inovagado tecnologica com
aplicabilidade para avaliagdo de citotoxicidade de compostos quimicos e de
produtos ja estabelecidos ou em desenvolvimento.

[026] Assim a presente invencdo, em seu aspecto mais geral, prové o
estabelecimento de processo metodoldgico que seja vantajoso em comparagao
com as metodologias que constituem o estado da técnica, compreendendo as
seguintes etapas:

(a) preparar todos os reagentes e insumos necessarios a realizagcéo da
metodologia;

(b) cultivar manter, repicar e plaquear as células-tronco mesenquimais
adultas humanas em meio adequado utilizando insumos adequados
preparados de acordo com a etapa (a) e em condigdes controladas e
adequadas de temperatura, pressédo, umidade e controle atmosférico de gases
bem como;

(c) preparar a substancia de teste através da determinacdo de sua
solubilidade e diluente apropriado com uso de insumos e reagentes preparados
de acordo com a etapa (a);

(d) aplicar sobre a monocamada celular de células-tronco adultas
humanas oriunda da etapa (b), as diluigdes das substancias teste oriundas da
etapa (c) e manter em meio de diferenciacéo celular adipogénica, reservando
pogos para manter os controles internos positivos e negativos da diferenciagcao
celular, sem adicdo da substancia teste, e manter os cultivos celulares em
condi¢bes controladas e adequadas de temperatura, pressdo, umidade e
controle atmosférico de gases, onde s&o avaliadas caracteristicas qualificaveis
e/ou quantificaveis, especificas das células em diferenciagdo ou ja

diferenciadas em adipdcitos;
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(e) trocar o meio de cultura, tanto 0 meio controle quanto o meio de
diferenciacéo celular contendo as diluicbes da substancia teste de acordo com
a etapas (b a d) periodicamente, pro duas vezes na semana, para renovagao
dos componentes do meio de cultura e remogao dos subprodutos celulares, até
o término do periodo de indugdo da diferenciagao celular de 14 dias mais ou
menos de acordo com a diferenciagao celular, perfazendo o tempo necessario
para avaliagao da citotoxicidade pela inibicao da diferenciagcao celular,

(f) interromper o ensaio de forma a preservar os fendmenos
caracteristicos da diferenciagdo celular e/ou citototoxicidade dos cultivos
celulares obtidos apds conclusdo da etapa (e) e realizar lavagem com com
solugdo salina tamponada ou similar e fixar os cultivos celulares com fixador
aldeidico ou similar pelo tempo necessario para que todos os cultivos estejam
fixados, seguida de lavagens com solugdo salina tamponada ou similar para
remocao do fixador e seguir com metodologia adequada a fim de avaliar de
forma qualitativa e/ou quantitativa a inibicdo da diferenciagcéo celular pela
substancia teste;

(g) corar os cultivos celulares fixados de acordo com a etapa (f) com
solugédo de Vermelho Nilo, ou outro corante adequado para visualizagao de
goticulas lipidicas na temperatura ambiente por tempo adequado seguido de
lavagens com solucdo salina tamponada ou similar;

(h) corar os cultivos celulares fixados de acordo com a etapa (f) e
previamente corados de acordo com a etapa (g) para evidenciar 0os nucleos
celulares com solugcdo de solugcao de 4'6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), ou
outro corante nuclear adequado, por tempo adequado, seguido de lavagens
com solugao salina tamponada ou similar;

(i) com os cultivos celulares processados de acordo com as etapas (f —
h), quantificar os parametros caracteristicos de numero de células e de
diferenciacdo celular por microscopia ou técnica semelhante, através de
parametros celulares avaliados para caracterizar a diferenciacéo celular e a
inibicdo da diferenciagao celular pela substancia teste;

()) realizar andlise e interpretacdo de dados obtidos na etapa (i) a fim de
avaliar o perfil de citotoxicidade, caracterizado pela analise dos parametros

avaliados de acordo com (i) e estabelecer indice desses efeitos a fim de
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estabelecer concentragdes toxicas e nao téxicas da substancia teste e predigao
de efeito tdxico;

(k) realizar o ensaio em paralelo compreendendo as etapas (a — j) com
substancia teste de conhecida citotoxicidade, chamada de substancia teste
controle, e considerar o ensaio valido se a performance do ensaio para a
substancia teste controle for satisfatorio.

[027] Uma primeira concretizagdo da presente invengao esta relacionada
com o uso de células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo para
andlise de substancia teste, sejam substancias puras ou misturas, durante a
diferenciacdo adipogénica. Outras concretizagbes podem envolver o uso de
células-tronco adultas derivadas de outras fontes, ou mesmo agao sobre
células derivadas de células-tronco adultas humanas ja diferenciadas, ou
purificadas e/ou enriquecidas por algum procedimento para este fim. Uma vez
que as células-tronco mesenquimais de origem humana, independentemente
do tecido de origem ou do processo de obtengao, sao caracterizadas por
apresentar caracteristicas comuns de ades&o ao plastico em condi¢gbes padrao
de cultivo; devem expressar os marcadores CD105, CD90 e CD73 e néo
expressar CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR e
finalmente, devem diferenciar-se em osteoblastos, condrdcitos e adipdcitos in
vitro (DOMINICI, M. et al. 2006. Minimal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy
position statement. Cytotherapy, Greenville, v. 8, n. 4, p. 315-7), é possivel
extrapolar os resultados e exemplos obtidos para a diferenciagao adipogénica
com o uso de células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo para
células-tronco adultas humanas obtidas de outros tecidos humanos. A invengéo
prové a utilizagdo de células-tronco adultas humanas, ou células especificas
derivadas de células-tronco adultas humanas em modelos de diferenciacao
celular in vitro, e o uso de células-tronco adultas humanas derivadas de outros
tecidos seriam variagdes da mesma invencgao original. Originalmente o método
foi concebido e comprovado por exemplos utilizando como indicador do efeito
téxico, a andlise fenotipica da diferenciagao celular, conferida pela avaliagao
das vesiculas lipidicas caracteristicas da diferenciacdo adipogénica nestes
exemplos. contudo outras abordagens tecnolégicas para quantificar o efeito da
acdo da substancia teste sobre a diferenciacdo de células-tronco
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mesenquimais adultas humanas, constituiriam variagcdes da invengao, previstas
pelos inventores. Por exemplo, uso de outros corantes para avaliar o0 mesmo
fendmeno bioldgico. Além disso, a andlise da expressao génica de marcadores
da diferenciacdo celular, sejam acidos nucleicos ou metabdlitos secundarios
relacionados com a diferenciagdo celular, poderiam ser utilizados como
marcadores e a inibicdo de sua expressdo e/ou detecgcdo poderia ser
relacionada com efeito téxico sobre a diferenciagao celular.

[028] Para facilitar a compreenséao, € incluido um pequeno sumario dos
termos utilizados nesta invencgao:
(1)  Invitro: Refere-se ao que esta fora de um organismo ou aos fenémenos
que sao observados no laboratério em tubo de ensaio, placas ou garrafas de
cultura,etc.
(2)  Cultura de células: Refere-se a manter células fora dos organismos vivos
de origem, em laboratério em placas ou garrafas de cultura, etc em condi¢cdes
ambientais adequadas e controladas e em meios de cultivo adequados.
(3) Células-tronco: populacao celular caracterizada por sua capacidade de
se autorrenovar, mantendo a populacéo original e sob estimulos adequados é
capaz de se diferenciar em diferentes tipos celulares de determinados 6rgéos e
tecidos, com fungdes especializadas.
(4)  Células-tronco adultas humanas: sao células-tronco obtidas a partir de
diferentes 6rgaos e tecidos humanos, como medula 6ssea e tecido adiposo, etc
(5) Diferenciagdo celular: € o processo pelo qual as células-tronco, sob
condicdes e indutores apropriados adquire uma fungdo especializada,
caracterizada por um fenétipo tipico correspondente ao tipo celular
diferenciado, com caracteristicas fenotipicas distintas da populacéo celular nao
induzida a diferenciacao.
(6) Repique celular: as células sdo removidas de suas garrafas ou frascos
de cultura por processos de lavagem e/ou agdo enzimatica a fim de obter
suspensao celular que é utilizada para preparacdo de novas garrafas ou
frascos de cultivo ou para realizagao de ensaios.
(7)  Indutores: conjunto de compostos e substancias capazes de induzir a
diferenciagéo celular
(8) Plaqueamento celular: as células-tronco em forma de suspenséo celular
obtidas a partir de um repique celular sdo semeadas em placas de cultivo em
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concentragdo e volumes definidos para a realizagdo de ensaios in vitro.
Citotoxicidade: € capacidade um composto ou substancia de causar efeito
téxico a nivel celular, alterando caracteristicas celulares.

(9) Ensaio de citotoxicidade: ensaio, normalmente in vitro, capaz de
identificar e/ou quantificar o efeito citotoxico de um composto ou substancia.
(10) Substancia quimica de referéncia (ICCVAM): substancia quimica
conhecida e caracterizada, previamente descrita como substancia de referéncia
para realizacdo de avaliacdo da capacidade de uma técnica em comparagao
com ensaio de citotoxicidade previamente validado. Estas substancias fazem
parte de uma listagem de 30 substancias recomendadas pelo ICCVAM (The
Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods)
em 2006.

(11) Controle positivo: substancia com efeito citotéxico conhecido que é
utilizada em todos os ensaios, em paralelo as substancias ou compostos em
teste. Sua finalidade é para verificagdo e constatacdo de que o ensaio foi
realizado adequadamente e que seus resultados sdo confiaveis.

(12) Vermelho Nilo: € um corante lipofilico. Este corante marca intensamente e
com excelente definicdo goticulas lipidicas intracelulares visualizadas com
microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo.

(13) DAPI: 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride. Corante
nuclear, que emite fluorescéncia azul quando se liga a regides AT do DNA. Sua
marcacdo € visualizada com microscopia de fluorescéncia ou citometria de
fluxo.

(14) Contagem celular: determina¢do do numero total de células nucleadas por
sistema manual ou automatizado, por exemplo camara de neubaer ou sistema
automatico de contagem celular.

(15) % de células diferenciadas: € o percentual de células positivas para
diferenciacdo celular. Por exemplo: a razdo entre o numero de células
marcadas para vermelho nilo e o numero total de células marcadas com DAPI
multiplicadas por 100.

(16) Area de células diferenciadas:area correspondente a marcagdo por
vermelho nilo das células diferenciadas.

(17) ADSC - Human adipose-derived stem cells. Células-tronco derivadas de
tecido adiposo humano.
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(18) BRACVAM - Brazilian Centre for the Evaluation of Alternative Methods.
Centro Brasileiro para a validagdo de métodos alternativos.

(19) DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium. Meio de cultivo de Eagle
modificado por Dulbecco.

(20) DMSO - Dimitil sulféxido. Solvente organico utilizado para diluicao de
compostos apolares.

(21) D-PBS - Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, solu¢do tamponada por
fosfato, modificada por Dulbecco.

(22) ECVAM - European Centre for the Evaluation of Alternative Methods.
Centro europeu para avaliagao de métodos alternativos.

(23) GHS - Globally Harmonized System of Classification and Labeling of
Chemicals. Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem
de Produtos Quimicos.

(24) CAS - Chemical Abstract Service. Servigo de resumos quimicos.

(25) ICsp — a dose que causa reducgao de 50% do controle in vitro.

(26) ICCVAM - The Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods. Comité de coordenacéo da interagéncia para validacao de
métodos alternativos.

(27) LD50 - dose letal de 50%

(28) NHK - Normal human keratinocytes. Queratinécitos humanos normais.

(29) NRU - Neutral red uptake assay. Ensaio de captacdo do vermelho neutro.
(30) OECD - The Organization for Economic Co-operation and Development.
Organizacgao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico.

(31) RC - Registry of Cytotoxicity. Registro de citotoxicidade.

(32) Kit de diagndéstico in vitro — produto contento os reagentes, insumos,
controles e protocolo necessarios para a realizacao da metodologia proposta,
em sua totalidade ou em partes.

(33) Caracteristicas fenotipicas — s&o caracteristicas observaveis a nivel
individual ou mesmo a nivel celular, como por exemplo morfologia,
desenvolvimento, propriedades bioquimicas ou fisiolégicas e comportamento.

O fendtipo resulta da expressado dos genes do organismo, da influéncia de
fatores ambientais e da possivel interagcdo entre os dois. Sdo exemplos de
caracteristicas fenotipicas celulares a expressao de determinadas proteinas ou

acidos nucleios mensageiros, que podem ser observadas por técnicas de
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microscopia, citometria de fluxo, ou mesmo analises de larga escala, como o
sequenciamento de RNA ou RNAseq, entre outras técnicas.
(34) Caracteristicas genotipicas — sdo as informagdes hereditarias de um
organismo contidas em seu genoma. Podem ser analisadas por técnicas de
larga escala como o sequenciamento do genoma, mas também analises
citogenéticas e de estabilidade cromossdémica, entre outras.

[029] Os Exemplos da presente invengao indicam que ao avaliar o
processo da inibicdo da diferenciacdo de células-tronco adultas humanas em
adipécitos foi possivel realizar a predicéo correta da classe de toxicidade de
uma droga que nao havia sido predita corretamente com ensaios baseados na
viabilidade celular. A classe predita pelo método do estado da arte foi de 3,
enquanto a classe correta € 2 conforme mostrou a aplicagdo do método da
presente invencao. Além disso, o método se mostra mais sensivel pois o valor
de ICsp calculado pelo método de inibicdo da adipogénese é varias vezes
menor do que o valor calculado pelo vermelho neutro, indicando maior
sensibilidade, conforme figuras 1 a 8.

[030] Considerando que as células-tronco apresentam capacidade de
diferenciacdo celular, nestes exemplos caracterizada pela analise de
caracteristica fenotipica como a presengca de goticulas lipidicas e sua
caracterizagao morfolégica, e a agcdo de drogas durante esse processo de
diferenciacéo celular, € uma maneira de avaliagdo de toxicidade, ou seja, a
avaliacdo durante o processo de diferenciacdo pode predizer com maior
acuracia a toxicidade de drogas alvo.

[031] A invengcao sera a seguir descrita na forma de uma realizacéao
preferida.

[032] A seguir apresentamos a metodologia empregada para demonstrar
a eficacia do uso de células-tronco adultas humanas em modelo de
diferenciacdo celular in vitro como substrato celular para ensaios de
citotoxicidade e predicdo de toxicidade. Como exemplo, apresentamos a
utilizacdo de células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo e
acao de substancia teste na diferenciacao adipogénica.

1. Células e condig¢oes de cultura

[033] Células-tronco derivadas de tecido adiposo (ADSC) de

lipoaspirados foram adquiridas de uma fonte comercial (Lonza®, Walkersville,
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EUA; numero de catalogo PT-5006). As ADSCs de trés lotes diferentes foram
cultivadas em conformidade com as instru¢ées do fabricante. Em resumo, as
células foram cultivadas em meio de manutengcdo composto por Meio Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia,
EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco Invitrogen®,
Carlsbad, Califérnia, EUA) e 4 mM L-glutamina (Gibco Invitrogen®, Carlsbad,
Califérnia, EUA) e foram mantidas a 37 +1°C em atmosfera com 5% de CO..
As ADSC foram mantidas na densidade de 0,2 a 0,5 x 10* células/cm? com
um repique e uma troca de meio semanal em dias distintos.

2. As substancias teste

[034] Para avaliar predicdo da citotoxicidade, foram utilizados 5
substancias de referéncia reconhecidas pelo ICCVAM (2006c), com efeitos
toxicos conhecidos de acordo com a classificagdo do Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificagcdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS).
Todos os produtos quimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis,
EUA).

[035] A preparacdo da substancia teste foi realizada em conformidade
com as recomendacdes do ICCVAM (ICCVAM, 2006c). Foram determinados
adequadamente a solubilidade e o diluente. Em resumo, cada droga foi
imediatamente solubilizada, e diluicbes em série foram aplicadas as placas de
cultura de células previamente preparadas. No total, oito cavidades foram
usadas para cada concentracdo de farmaco. A Tabela 1 apresenta a relagcédo
das substancias teste que foram usadas.

Tabela 1: Substancias teste.

Classe GHS* Substancia Teste Namero CAS*™ Diluente

LDso = 5 mg/kg ciclohexamida 66-81-9 Meio de
(classe 1) Cultura

5 < LDsp = 50 mg/kg dicromato de sédio 7789-12-0 Meio de
(classe 2) dihidrato Cultura

300 < LDsp = 2000 mg/kg dodecil sulfato de sédio 151-21-3 Meio de
(classe 4) Cultura

LDso > 5000 mg/kg etilenoglicolol 107-21-1 Meio de
(nao classificada - classe 6) Cultura

* Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de

Produtos Quimicos, **Servigo de resumos quimicos.
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para area de diferenciacdo. Estes dados foram confirmados com mais 2
amostras de ADSC (dados nao mostrados).

Exemplo 5

Efeito estimulatério da diferenciacdo adipogénica: ciclohexamida e
Etileglicol

[055] Utilizando os mesmos dados obtidos nos exemplos de 1 a 4 e
incluindo dados para a substancia teste a etilenoglicol (classe 6), foi possivel
verificar que em algumas condi¢cdes, a substancia teste aumentava o
parametro analisado em relagdo ao % do controle (figura 8). Desta forma, uma
outra aplicabilidade do método, a qual ndo € usualmente utilizada em outros
modelos de avaliagao da toxicidade, seria considerar como um indicio de efeito
téxico, um aumento do percentual do controle para quaisquer dos parametros
avaliados por essa metodologia, desde que este percentual seja identificado
como estatisticamente diferente do controle e com valor maior que 100%
utilizando ANOVA seguida de pés-teste de Dunnett’s, conforme figura 8.
Ressaltando que esta aplicacdo é inédita, podendo favorecer a identificacdo de
analises posteriores para confirmacao do efeito estimulatério da substancia, no
parametro avaliado, e sua relevancia para determinacao do efeito téxico.

[056] Os graficos mostram a analise do numero de nucleos (viabilidade
celular) e a porcentagem de células diferenciadas, ap6s o tratamento com as
substancias, em comparagdo com o controle positivo (células induzidas a
diferenciacdo mas que nao estiveram em contato com as substancias). Com
essa anadlise, foi possivel indicar as concentragées das substancias que
reduzem tanto o numero de nucleos quanto a porcentagem de células
diferenciadasmas também as concentragdes que aumentam esses parametros.
Esses dados fornecem uma maneira a mais de constatar a toxicidade de uma
determinada substancia.

[057] Resumindo, as principais vantagens da invengao com relagéo ao
estado da técnica sdo o uso de células tronco adultas de origem humana, que
podem ser facilmente obtidas de material de descarte, e também o fato de que
ao se utilizar as células-tronco e sua diferenciagao celular é possivel avaliar a
citotoxicidade de forma mais sensivel que as metodologias que constituem o

estado da técnica.
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3. Ensaio de diferenciagao celular:

[036] Células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo foram
mantidas durante 14 dias, sob acdo da substancia teste e também sob o
estimulo da diferenciacdo. As células eram previamente plaqueadas em placas
de 96 pogos e mantidas a 37 +1 °C em atmosfera com 5% de CO,. Para o
ensaio eram utilizadas células onde a confluéncia celular no dia do ensaio
esteja entre 50% a 80% de confluéncia celular, como por exemplo 3,5 x 10*
cels/mL de ADSC, plequeadas no dia anterior a adicao da substancia teste.

[037] No dia do ensaio, o meio de cultura era removido, adicionava-se a
todos os pogcos metade do volume total por po¢o de cultivo com meio de
manutencdo. Adicionava-se metade dos seguintes meios de cultura ou de
inducgdo ou diluigdo das drogas a fim de que cada placa de ensaio contivesse:
controle negativo da diferenciagdo celular, controle positivo da diferenciacao
celular e diluicdes da substancia teste, da seguinte forma, por exemplo: nas
colunas 1 e 12 as culturas eram mantidas apenas com o meio de crescimento
celular (controle negativo da diferenciagao celular) e as colunas 2 e 11 foram
mantidas com o meio de diferenciagcdo celular (controle positivo da
diferenciacdo celular) esses controles internos do processo eram utilizados
para avaliar a homogeinidade do plaqueamento. Das colunas 3 a 10 eram,
adicionadas diluigbes seriadas da substancia teste em meio de diferenciagéo
celular 2x, para a concentragao final de cada indutor ficar em 1x, contendo
DMEM 10% de SFB, suplementado com 0,2 mM de indometacina, 50uM de
IBMX, 1M de dexametasona 1pg/mL de insulina em sua concentragao final,
modificado a partir da composi¢cdo previamente descrita por Rebelatto CK et
al., 2008 (Rebelatto CK, Aguiar AM, Moretdao MP, Senegaglia AC, Hansen P,
Barchiki F, Oliveira J, Martins J, Kuligovski C, Mansur F, Christofis A, Amaral
VF, Brofman PS, Goldenberg S, Nakao LS, Correa A. Dissimilar differentiation
of mesenchymal stem cells from bone marrow, umbilical cord blood, and
adipose tissue.Exp. Biol.Med (Maywood). 2008 Jul; 233(7):901-13. Epub 2008
Apr 29). Outras composi¢cdes de meio de cultivo celular de inducdo da
diferenciagéo celular adipogénica que contenham os indutores apropriados nas
concentragbes adequadas também podem ser utilizados.

[038] As diluicdbes das drogas foram realizadas em meio de

diferenciagao celular 2x concentrado e aplicadas sobre a monocamada celular.
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[058] A presente invencdo tem como campo de aplicacdo os ensaios de
controle de qualidade de produtos e também na predicdo de toxicidade de
novas drogas nas mais diferentes instituicbes onde € necessario avaliar a
toxicidade de uma substancia de teste que pode ser quaisquer substancias

quimica farmacos, compostos, misturas, particulados, e semelhantes.
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Para cada ensaio foram realizadas 8 diluicbes, em escala logaritmica, da
substancia teste. Teste. Foram utilizados os fatores de diluicdo de 10, 3,16,
2,15, 1,78, 1,47 e 1,21, de acordo com a substancia teste. Num primeiro ensaio
exploratério era utilizada a diluicdo de 10 ou 3,16 por compreenderem faixas de
concentragcédo de 8 e 4 log respectivamente. Num segundo ensaio, o fator de
diluicdo era ajustado para que o melhor ajuste a fungdo matematica de Hill
fosse alcangado e normalmente se utilizada um fator de diluicdo capaz de
compreender faixa de concentragdes que compreendessem de 0 a 100% do
efeito téxico, com pelo menos 1 ponto entre 0 e 50 % e 1 ponto entre 50 e
100% e R2 >= 0,85.

[039] Apds adicdo da substancia teste. As células foram mantidas em
incubadora a 37+1 °C com 5% de atmosfera de CO,. O meio de diferenciagéo
contendo as diluicées da substancia teste é trocado periodicamente duas vezes
por semana, como por exemplo a cada 3-4 dias até o término de 14 dias.

[040] A diferenciacdo celular € monitorada até completar periodo
adequado para avaliar a diferenciagdo, que pode ser de 7 a 28 dias, mas em
nosso exemplo, foi realizada por 14 dias, quando os cultivos celulares foram
lavados com solugao salina balanceada tamponada, com por exemplo, solugcéao
salina tamponada de tampao fosfato (PBS) e fixados com um fixador
adequado, por exemplo fixador aldeidico pelo tempo necessario para fixagcao,
por exemplo, paraformaldeido 1 a 4%, por 10 a 30 minutos.

[041] As células foram, entdo, coradas com corante para evidenciar
vesiculas lipidicas, por exemplo, solu¢ao de Vermelho Nilo na concentragcéo de
1pg/ml a temperatura ambiente durante 30 minutos, seguido de duas lavagens
com solucdo salina balanceada tamponada (PBS). Os nucleos celulares sao
corados com solucdo de DAPI (4'6-diamidino-2-fenilindole) (Invitrogen®) na
concentragéo de 0,1% por 5 a 15 minutos. Ap6s esse procedimento as células
foram lavadas 3 vezes com solu¢cdo salina balanceada tamponada (PBS) e
mantidas a 4°C até o momento da analise. Outros corantes, solugdes salinas
tamponadas ou mesmo anticorpos para estas finalidades de corar vesiculas ou
nucleo e etapas de lavagem podem ser utilizados em concentragbes
adequadas para estas finalidades.

[042] A quantificacdo da diferenciagao foi realizada por microscopia de

alta performance (ImagexPress, Molecular Devices), sendo que foram
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analisados o0s seguintes parametros celulares: numero total de células,
porcentagem de células diferenciadas e area média das células marcadas
(area) pelo total de células positivas (diferenciadas). Os resultados séao
expressos em percentual do controle e do calculado, obtendo-se o ICsp ou seja,
a dose da droga capaz de causar reducao em 50% dos parametros avaliados,
seja numero de células indicado pelo nimero de nucleos, % de células
diferenciadas marcadas pelo vermelho Nilo e a area de diferenciagao celular.
Outros parametros celulares também podem ser avaliados, desde que sejam
relacionados diretamente com caracteristicas fenotipicas especificas da
diferenciacgao celular.

[043] A cada ensaio era realizada placa de controle positivo, como o
SDS para avaliar a reprodutibilidade do ensaio. Outras substancias podem ser
utiizadas para controle positivo do ensaio, desde que atendam as
caracteristicas citadas no exemplo 1.

4. Dados e Analises estatisticas

[044] Os dados foram analisados de acordo com as recomendagdes do
ICCVAM (ICCVAM, 2006c, e; OECD, 2010; Scanu M. et al., 2011). Foi utilizado
o programa Microsoft Office Excel, 365® para determinar o numero de nucleos,
a numero de nucleos, o valor da porcentagem de células diferenciadas
marcadas pelo Vermelho Nilo e o valor da area de diferenciagcao celular. Para
calcular o valor de ICsp, 0s dados foram transferidos para GraphPad Prism®
6,0 para aplicar uma dose-resposta Sigmoidal (declive variavel) com quatro
parametros. Estes parametros foram utilizados com a Funcdo de Hill
rearranjada, o qual é considerado como sendo o melhor modelo matematico
para ajustar os dados in vitro de resposta a dose (ICCVAM, 2006e; Scanu M. et
al, 2011.). Dois valores extremos ,de cada diluicdo, foram eliminados para
efeitos de calculo. Outros programas ou versées dos mesmos programas de
analise de dados podem ser utilizados nesta etapa.

[045] O ICsp foi utilizado para predizer a LDsy e classe GHS para as
substancias de teste. A média geométrica de ICsq foi utilizada para predizer a
LDsp pela equagao 1: do registro de citotoxicidade com dados de rato,
regressdo por peso (RC-rat only weight regression), utilizando a férmula log
LDso (mg/kg) = 0,372 log ICsp (pg/ml) + 2,024 (R? = 0,325) ou a equagao 2: do

registro de citotoxicidade com dados de rato, regressdo por milimol (RC-rat
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only millimole regression) utilizando a férmula log LDsy (mmol/kg) = 0,439 log
ICso (mM) + 0,621 (R? = 0,452) (ICCVAM, 2006c;. Scanu M. et al, 2011).
Ambas as regressbées podem ser usadas para a predi¢do de LDsp embora a
equacao 1 seja normalmente utilizada para misturas em que as substancias de
teste estdo em combinagdo com outras, enquanto a equagéo 2 € normalmente
utilizada para substancias puras (ICCVAM, 2006e).

[046] Adicionalmente, outras analises foram realizadas, com por
exemplo, comparar os dados entre si utilizando ANOVA seguida de pds-teste
de Dunnett’'s, para determinar as doses da substancia teste capaz de ter efeito
téxico em relagao ao % do controle.

5. Resultados - ADSC é um substrato celular adequado para captagao de
vermelho neutro (NRU) em ensaios de citotéxicos

[047] Com base nos dados de que as células-tronco derivadas de tecido
adiposo sdo mais resistentes do que a linhagem celular de referéncia 3T3 e de
que a predicdo da toxicidade & semelhante (Abud, APR., et al 2015), outras
estratégias s&o necessarias para a busca de ensaios de predi¢cdo de toxicidade
mais sensiveis. Com o0 exposto, apresentamos as evidéncias de nossa
invencdo de que estamos propondo um método mais sensivel para a predi¢éo
da toxicidade, apresentado nos exemplos abaixo.

[048] Os achados da presente invencéao sao descritos em detalhes com
os exemplos a seguir. E de suma importancia ressaltar que a inven¢éo nao
esta limitada a esses exemplos, mas que também inclui variacbes e
modificagées aplicaveis dentro dos limites nos quais ela funciona e se aplica.
Exemplo 1

Teste de conceito, estabelecimento de controle positivo para ensaio
da inibi¢ao da diferenciagao celular e critérios de validade do ensaio

[049] A primeira etapa da invencgao foi realizar o teste de conceito, ou
seja, avaliar se a ideia original que conceituou essa inveng¢ao, de que avaliar a
inibicao da diferenciagao celular frente a acao de substancias teste, poderia ser
mais sensivel que métodos validados, como a captagcdo do vermelho neutro
realizado em ADSC. Desta forma, A Figura 1 mostra a inibicdo da diferenciagcéo
adipogénica utilizando células-tronco adultas humanas derivadas de tecido
adiposo (ADSC) e a substancia teste SDS num ensaio de inibicdo da

diferenciacéo celular por 14 dias. Os Parametros utilizados foram numero de
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nucleos, % de células diferenciadas e area de células diferenciadas. Estes
parametros foram normalizados para % do controle de diferenciacdo celular,
sem tratamento. Os resultados mostram que o SDS (droga classe 4 de
toxicidade) apresenta uma acao dose-resposta de inibicdo, se encaixa na
funcdo de Hill, para os 3 parametros avaliados, niumero de nucleos, % de
diferenciacdo e area, inclusive com o valor calculado de R? > 0,85, indicando
um o6timo ajuste ao modelo matematico (figura 1). Desta forma, tanto numero
de nucleos, % de células diferenciadas e area de diferenciagcdo celular
responderam de forma dose-resposta ao SDS. A partir da equacao de Hill, foi
possivel calcular o ICso e predizer o DLsg. A classe predita correspondeu a
classe de toxicidade 4, desta forma, a predicdo da classe de toxicidade foi
acertada. Seguindo as analises a fim de verificar se a metodologia proposta
nesta invencdo era mais sensivel, foi feita a razdo entre o valor de IC50
calculado pelo ensaio do vermelho neutro e os valores de IC50 obtidos com a
invencdo. Valores menores que 1 indicam que o método proposto € menos
sensivel, valores maiores que 1 indicam que o método proposto & mais
sensivel, desta forma a metodologia proposta se mostrou mais sensivel pois a
razéo foi de 1,5x para numero de nucleos, 2,1x para % de diferenciacdo e 1,9x
para area de diferenciagdo. Desta forma, concluimos que o teste de conceito
foi satisfatério. Estes dados foram confirmados com mais 2 amostras de ADSC
(dados ndo mostrados).

[050] Uma questdo importante no desenvolvimento de um método
analitico & a existéncia de controles que monitorem o desempenho da
metodologia. Desta forma, A partir dos resultados obtidos, foi definido que a
substancia SDS seria utilizada como controle positivo do ensaio, ou seja, a
cada ensaio, seria feita a avaliagdo da acdao do SDS em paralelo, que seria o
parametro para avaliagdo da robustez do método. O ensaio seria considerado
valido se o R? > 0,85, pelo menos 1 ponto entre 0 e 50% e 1 ponto entre 50 e
100% do controle além da avaliagao da variabilidade % entre das duas colunas
de controle negativo e controle positivo. Caso o ensaio fosse considerado
invalido, os dados referentes a outras substancias teste realizadas em paralelo
seriam desconsiderados.
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Exemplo 2
Avaliacdao de outras substancias teste pela metodologia proposta:
dicromato de sédio

[051] A partir dos resultados para o SDS, drogas representativas de
outras classes de toxicidade foram selecionadas para realizacdo da
metodologia proposta por esta invencédo. As substancias utilizadas na presente
invencao sao drogas com toxicidade conhecida de acordo com a classificagao
da Organizagdo Mundial da Saude, e escolhidas como substancias de
referéncia conforme citado (Scanu et al., 2011) e foram selecionadas da
listagem fornecida pelo Comité de coordenacgédo das agéncias de validagcéo de
métodos alternativos (“Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods (ICCVAM, 2006). A seguir estdo citadas as substancias
utilizadas: ciclohexamida, dicromato de sodio, acido tricloroacético e
etilenoglicol, sendo que todas sdo provenientes da Sigma-Aldrich®. E
interessante ressaltar que foram escolhidas drogas representativas de 5 das 6
categorias de toxicidade, com base em sua DLsp (dose letal 50% em
camundongos).

[052] Utilizando o mesmo procedimento do Exemplo 2, a inibicdo da
diferenciacédo adipogénica foi realizada utilizando ADSC. Foi utilizada a droga
dicromato de sédio, primeiramente no ensaio de viabilidade celular por 48h
pela captacdo do vermelho neutro, com predicdo da classe de toxicidade 3
(Figura 2), ao realizar o ensaio de inibi¢do da diferenciagao por 14 dias, com 0s
3 Parametros utilizados, nimero de nucleos, % de células diferenciadas e area
de células diferenciadas foram normalizados para % do controle de
diferenciagdo celular, sem tratamento, sendo que destes 3 parametros, todos
foram utilizados para calculo de ICso e predicdo do LDsy com classe 2 (Figura
3). Da mesma forma que para o SDS, esta a metodologia proposta para o
dicromato de sdédio se mostrou mais sensivel pois a razdo foi de 4,7x para
numero de nucleos, 17x para % de diferenciacdo e 9,4x para area de
diferenciacdo. Estes dados foram confirmados com mais 2 amostras de ADSC
(dados n&o mostrados).

Exemplo 3
Avaliagdo de outras substancias teste pela metodologia proposta:

ciclohexamida
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[053] Utilizando o mesmo procedimento dos exemplos anteriores, a
inibicdo da diferenciacdo adipogénica foi realizada utilizando ADSC. Foi
utilizada a droga ciclohexamida (classe 1), primeiramente no ensaio de
viabilidade celular por 48h, com predi¢éo da classe de toxicidade 4 (Figura 4).
Ao realizar o ensaio de inibicdo da diferenciagdo por 14 dias, com os 3
Parametros utilizados, niumero de nucleos, % de células diferenciadas e area
de células diferenciadas foram normalizados para % do controle de
diferenciagdo celular, sem tratamento, sendo que destes 3 parametros, todos
foram utilizados para calculo de ICsp e predigdo do LDsy como classe 3 para
nucleos e classe 2 para % de diferenciacdo e area de diferenciagdo, com
resultado mais proximo da classe real de toxicidade da substancia utilizada
(Figura 5). Da mesma forma que para o SDS, a metodologia proposta para a
ciclohexamida se mostrou ainda mais sensivel pois a razédo foi de 8,5x para
numero de nucleos, 188,2x para % de diferenciacdo e 138x para area de
diferenciacdo. Estes dados foram confirmados com mais 2 amostras de ADSC
(dados n&o mostrados).

Exemplo 4
Avaliacao de outras substancias teste pela metodologia proposta: TCA

[054] Utilizando o mesmo procedimento dos exemplos anteriores, a
inibicdo da diferenciacdo adipogénica foi realizada utilizando ADSC. Foi
utilizada a droga &acido tricloroacético (TCA) (classe 5), primeiramente no
ensaio de viabilidade celular por 48h, com predicao da classe de toxicidade 5
(Figura 6). Ao realizar o ensaio de inibicao da diferenciagao por 14 dias, com 0s
3 Parametros utilizados, numero de nucleos, % de células diferenciadas e area
de células diferenciadas foram normalizados para % do controle de
diferenciacao celular, sem tratamento, sendo que destes 3 parametros, nimero
de nucleos nao pode ser utilizado pois para todas as concentragdes utilizadas,
nao se observou efeito na redugdo do numero de nucleos, enquanto que os
demais parametros foram utilizados para célculo de ICsp e predicdo do LDsg
como classe 4 para % de diferenciacéo e area de diferenciagdo, com resultado
subestimado (Figura 7). Ao contrario que para o SDS, a metodologia proposta
subestimou a classe de toxicidade para o TCA, embora surpreendentemente se

mostrou mais sensivel pois a razao foi de 10,4x para % de diferenciacdo e 7,7x
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diferenciadas e area média das células marcadas (area) pelo total de células
positivas (diferenciadas), entre outros.
3. Método de acordo com as etapas (a até e) da reivindicagdo 1

caracterizado pela quantificagdo da diferenciacdo celular adipogénica, ser

utilizada com outros métodos de analise fenotipica da diferenciagao celular.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por as células-

tronco adultas humanas serem isoladas de tecido adiposo proveniente de
tecido adiposo de lipoaspiragéo.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por as células-

tronco adultas humanas serem isoladas de tecido adiposo proveniente de
tecido adiposo de dermolipectomia.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por as células-

tronco adultas humanas serem isoladas de tecido dentario.
7. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por as células-

tronco adultas humanas serem isoladas de tecido cardiaco.

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por as células-

tronco adultas humanas serem isoladas de medula éssea.
9. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por as células-
tronco adultas humanas serem isoladas de sangue menstrual.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por as

células-tronco adultas humanas serem isoladas de sangue periférico.

11. Uso de células tronco adultas de origem humana para predizer in
vitro a toxicidade de uma substancia teste onde o dito uso consiste na inibigao
da diferenciagcao de células-tronco mesenquimais em adipdcitos.

12. Kit de diagnéstico, caracterizado por utilizar o método descrito em

qualquer uma das reivindicagbes 1 a 10, para realizar analises de
citotoxicidade de substancias teste como substancias quimicas, farmacos,
compostos, misturas, particulados, etc., de produtos ja estabelecidos ou em

desenvolvimento.
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REIVINDICAGOES
1. Método in vitro para predizer a toxicidade de uma substancia teste,

caracterizado por o dito método ser baseado na diferenciacdo celular de

células tronco adultas de origem humana em adipécitos, compreendendo as
etapas de:

(a) preparar todos os reagentes e insumos necessarios a realizagcdo da
metodologia;

(b) cultivar manter, repicar e plaquear as células-tronco mesenquimais
adultas humanas em meio adequado utilizando insumos adequados
preparados de acordo com a etapa (a) e em condi¢bes controladas e
adequadas de temperatura, pressdo, umidade e controle atmosférico de gases;

(c) preparar a substancia de teste através da determinacdo de sua
solubilidade e diluente apropriado com uso de insumos e reagentes preparados
de acordo com a etapa (a);

(d) aplicar sobre a monocamada celular de células-tronco adultas
humanas oriunda da etapa (b), as diluicdes das substancias teste oriundas da
etapa (c) e manter em meio de diferenciac&o celular adipogénica, reservando
pocos para manter os controles internos positivos e negativos da diferenciacéo
celular, sem adicdo da substancia teste, e manter os cultivos celulares em
condi¢des controladas e adequadas de temperatura, pressdo, umidade e
controle atmosférico de gases, onde s&o avaliadas caracteristicas qualificaveis
e/lou quantificaveis, especificas das células em diferenciacdo ou ja
diferenciadas em adipécitos;

(e) trocar o meio de cultura, tanto o meio controle quanto o meio de
diferenciagéo celular contendo as diluicées da substancia teste de acordo com
a etapas (b - d) periodicamente, pro duas vezes na semana, para renovagao
dos componentes do meio de cultura e remogao dos subprodutos celulares, até
o término do periodo de inducdo da diferenciacdo celular de 14 dias mais ou
menos de acordo com a diferenciagao celular, perfazendo o tempo necessario
para avaliacao da citotoxicidade pela inibi¢cdo da diferenciagéo celular;

(f) interromper o ensaio de forma a preservar os fendémenos
caracteristicos da diferenciacdo celular e/ou citototoxicidade dos cultivos
celulares obtidos apds conclusé&o da etapa (e) e realizar lavagem com solugéo
salina tamponada ou similar e fixar os cultivos celulares com fixador aldeidico



2/3

ou similar pelo tempo necessario para que todos os cultivos estejam fixados,
seguida de lavagens com solucéo salina tamponada ou similar para remogao
do fixador e seguir com metodologia adequada a fim de avaliar de forma
qualitativa e/ou quantitativa a inibicao da diferenciacéo celular pela substancia
teste;

(g) corar os cultivos celulares fixados de acordo com a etapa (f) com
solucdo de Vermelho Nilo, ou outro corante adequado para visualizagao de
goticulas lipidicas em temperatura adequada, como a na temperatura
ambiente, por tempo adequado seguido de lavagens com solucdo salina
tamponada ou similar;

(h) corar os cultivos celulares fixados de acordo com a etapa (f) e
previamente corados de acordo com a etapa (g) para evidenciar os nucleos
celulares com solugdo de solugdo de 4'6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), ou
outro corante nuclear adequado, por tempo adequado, seguido de lavagens
com solugao salina tamponada ou similar;

(i) com os cultivos celulares processados de acordo com as etapas (f —
h), quantificar os parametros caracteristicos de numero de células e de
diferenciacao celular por microscopia ou técnica semelhante, através de
parametros celulares avaliados para caracterizar a diferenciagdo celular e a
inibicao da diferenciagéo celular pela substancia teste;

(J) realizar analise e interpretacéo de dados obtidos na etapa (i) a fim de
avaliar o perfil de citotoxicidade, caracterizado pela analise dos parametros
avaliados de acordo com (i) e estabelecer indice desses efeitos a fim de
estabelecer concentragdes toxicas e nao toxicas da substancia teste e predigdo
de efeito toxico; e,

(k) realizar o ensaio em paralelo compreendendo as etapas (a — j) com
substancia teste de conhecida citotoxicidade, chamada de substancia teste
controle, e considerar o ensaio valido se a performance do ensaio para a
substancia teste controle for satisfatério.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado pela
quantificagdo da diferenciagdo celular adipogénica ser realizada por
microscopia de alta performance, onde sdo analisados o0s seguintes

parametros celulares: numero total de células, porcentagem de células
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Figura 2
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Figura 8
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
NUCLEOS %DIFERENCIAGAO AREA_DIFERENCIAGAO
150 150 150
100 100 100 i
% w g . g . '_»\—‘
s H *
° [V R - 04 v . . "
- M 2 o 2 H T 2 H . 3 . 2 4
Log Concentracho (wgaml. | Lo Canceniracho (ngel ) Log Goncentracso gL |
R? =0,9958 R? =0,9971 R? =0,9823
ICso = 2,43 pg/mL ICso = 0,11 pg/mL ICso = 0,15 pg/mL
DLso = 145,89 mg/kg DLs, = 36,94 mg/kg DLs, = 43,34 mg/kg
Classe =1 Classe =1 Classe =1
Classe Predita = 3 Classe Predita = 2 Classe Predita = 2
IC5,VN/IC5,ADIPOGENESE = 8,5x || IC5,VN/ICs,ADIPOGENESE = 188,2x || IC5,VN/ICs,ADIPOGENESE = 138x




6/8

Figura 6
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RESUMO
“METODO IN VITRO PARA PREDIZER A TOXICIDADE DE UMA
SUBSTANCIA TESTE, USO DE CELULAS-TRONCO ADULTAS HUMANAS
PARA PREDIZER A TOXICIDADE DE UMA SUBSTANCIA TESTE, E, KIT DE
DIAGNOSTICO”

A presente invengdo se refere a um método in vitro para predizer a
toxicidade de uma substancia teste, através do uso de células-tronco
mesenquimais adultas humanas. Mais particularmente, a presente invencao se
refere a triagem toxicolégica in vitro com método e/ou kit de diagnéstico para a
determinacdo de concentragdes téxicas e predicdo de toxicidade de
substancias teste compreendendo substancias quimicas, farmacos, compostos,
misturas, particulados, e semelhantes. A invencdo prové a utlizagcdo de
células-tronco adultas humanas, ou células especificas derivadas de células-

tronco adultas humanas em modelos de diferenciagcao celular
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Figura 8
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