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I. Introdução 

 

1. Células Estromais Mesenquimais em terapia celular. 

Células Estromais Mesenquimais (MSC, do inglês Mesenchymal 

Stromal Cells) são células adultas multipotentes com capacidade de 

diferenciação em células especializadas de linhagem mesodérmica, como 

osteoblastos, condrócitos e adipócitos (CAPLAN, 1991). Podem ser 

isoladas de diversos tecidos vascularizados, tais como: medula óssea, 

tecido adiposo e cordão umbilical (UDER, et al., 2018). Desempenham 

intensa atividade parácrina, pela liberação de fatores de crescimento, 

citocinas e microRNAs que podem desempenhar um papel 

imunomodulador e regenerativo (PITTENGER, et al., 2019). MSC 

também podem ser utilizadas de maneira autóloga e alogênica, pois 

possuem baixa expressão de Antígeno Leucocitário Humano (HLA-I), 

apresentando assim baixa imunogenicidade (WANG, et al., 2019). Essas 

características fazem das MSC um recurso promissor para terapia celular.  

Arnold Caplan, em 1991, nomeou esse tipo celular de “Células-

tronco mesenquimais” devido ao seu potencial de diferenciação in vitro. 

Tempos depois, o título de célula-tronco começou a ser questionado, afinal 

foi constatado que seu potencial de autorrenovação, inerente às células-

tronco, não estava presente em todas as células da população de MSC 

(HORWITZ, et al., 2005). Ademais, sua principal funcionalidade in vivo, 

não é a multipotência, mas sim sua atividade parácrina (CAPLAN, 2017). 

MSC de fato atuam na regeneração de tecidos, possuem propriedades 

terapêuticas, mas o termo “célula-tronco” estava criando falsas 

expectativas e algumas confusões sobre seu mecanismo de ação. Por esse 

motivo, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT), em 2005, 

sugeriu a permanência do acrônimo MSC, mas a troca do nome em inglês 
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“Mesenchymal Stem Cell” por “Mesenchymal Stromal Cel”, um nome que 

remete à sua origem e localização (HORWITZ, et al., 2005). Arnold 

Caplan (2017), também sugeriu a alteração do nome para Células 

sinalizadoras medicinais (do inglês, Medicinal Signaling Cell), mantendo 

o acrônimo MSC. O novo nome proposto por Caplan leva em consideração 

as novas descobertas a respeito dos mecanismos de ação de MSC in vivo, 

que envolve uma atividade secretora em locais lesionados. 

Atualmente, estudos clínicos com MSC exploram seu potencial 

imunomodulador, estimulador de angiogênese e reparador de tecidos. 

Dentre as doenças estudadas estão Doença do enxerto vs. Hospedeiro 

(SÁNCHEZ-GUIJO, et al., 2014); infarto do miocárdio (LEE, et al., 

2014); insuficiência hepática (SHI, et al., 2012) , isquemias de membros 

inferiores (BURA, et al., 2014), regeneração de lesões articulares 

(HERNIGOU, et al., 2021) e recentemente, a COVID-19 (WEI, et al., 

2021). 

A variedade na possibilidade de terapias com MSC se deve aos seus 

mecanismos de ação, que são diversos. Além do potencial de 

diferenciação, possuem habilidade de “Homing”, ou seja, são capazes de 

migrar para tecidos lecionados em resposta a moléculas de sinalização. Sua 

atividade parácrina libera fatores de crescimento, que estimulam a 

proliferação das células progenitoras presentes no tecido lesionado e 

VEGF, que promove angiogênese. Em resposta a sinais inflamatórios, 

MSC liberam citocinas como prostaglandina E2, interleucina10 (IL-10), 

fator de crescimento tranformador-β (TGF- β), antígeno leucocitário 

humano G (HLA-G) e indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que inibem 

proliferação de células T efetoras, inibem células natural killer (NK) e 

aumentam a proporção de Células T regulatórias. A ação desses fatores 

têm o potencial de diminuir a resposta inflamatória e auxiliar na reparação 

de tecidos lesionados (SQUILLARO, et al., 2016; WANG, et al., 2014). 
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Apesar de muitos estudos já terem comprovado o potencial 

terapêutico de MSC, alguns resultados ainda são controversos, 

principalmente devido à heterogeneidade de MSC e a variedade de 

abordagens utilizadas nos estudos (LUKOMSKA, et al., 2019). Mas 

avanços em terapia celular com MSC têm sido alcançados. Atualmente já 

existem medicamentos à base de MSC aprovados para terapia celular e 

sendo comercializados, além de muitos outros em fase III de estudo clínico 

(ROBB, et al., 2019).  

Com o objetivo de minimizar as divergências entre os resultados dos 

estudos com MSC de diferentes grupos de pesquisa, a ISCT em 2006, 

estabeleceu critérios mínimos para a caracterização de MSC. São eles: 

adesão ao plástico em condições de cultivo; capacidade de diferenciação 

em osteoblastos, adipócitos e condrócitos sob condições de diferenciação 

in vitro;  expressão positiva dos marcadores de superfície CD105, CD90 e 

CD73 e negativa para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19  e 

HLA-DR (DOMINICI, et al., 2006).  Desde então, a ISCT publica 

regularmente orientações de boas práticas e padronização que visam o 

controle de qualidade no estudo e uso clínico de MSC. 

2. Expansão celular  

É possível isolar MSC de diversos tecidos vascularizados, entretanto, 

elas constituem uma proporção muito baixa da massa dos seus tecidos de 

origem, apenas 0,01% da medula óssea, por exemplo (PITTENGER, et al., 

1999). Protocolos de terapia celular utilizam, em média, entre 1 a 2.106 

células por quilo do paciente, considerando um paciente de 60 kg, seriam 

necessárias 1,2.108 MSC (GALIPEAU & SENSÉBÉ, 2018). Não é 

possível isolar diretamente essa quantidade de MSC de um paciente. 

Portanto, a solução para esse problema é a expansão celular in vitro.  
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Entretanto, a expansão in vitro pode estar associada ao surgimento de 

alguns problemas, afinal se trata de um ambiente artificial com condições 

diferentes das encontradas no microambiente in vivo. Além do risco de 

contaminações devido à manipulação, a expansão celular pode resultar em 

anormalidades genéticas e/ou funcionais nas células expandidas. 

3. Condições in vitro 

As condições in vitro se diferem das condições in vivo em muitos 

aspectos. Dentre eles, a alta concentração de gás oxigênio, ausência de 

contato célula-célula com outros tipos celulares, ausência de fatores 

parácrinos inerentes ao seu microambiente, ausência de matriz extracelular 

e maior taxa replicativa (HAQUE, et al., 2013; PITTENGER, et al., 2019). 

A concentração de O2 no microambiente em que MSC residem in vivo 

varia entre 2 a 9%, mas quando cultivadas ficam expostas a uma 

concentração de 20 % de O2 (HAQUE, et al., 2013). A abundância de O2 

contribui com o acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

ultrapassando a capacidade de defesa antioxidante celular, causando um 

estresse oxidativo celular (BUSUTTIL, et al., 2003). O estresse oxidativo 

contribui com o acúmulo de danos ao DNA (KUIJK, et al., 2020), pois 

ROS causam alterações estruturais e fisiológicas em moléculas e por isso 

são capazes de causar defeitos nos sistemas de síntese e reparo de DNA 

(NASTASI, et al., 2020). 

MSC cultivadas sob concentração fisiológica de O2 (3%) apresentam 

mais dobras populacionais e menos alterações cromossômicas que MSC 

cultivadas sob conduções atmosféricas (20%). Quando MSC são 

cultivadas com 3% de O2, mas tratadas com H2O2, um indutor de ROS, 

apresentam significativamente menos dobras populacionais e maior taxa 

de aneuploidias. O impacto similar que a alta concentração de O2 (20%) e 

o tratamento com H2O2  causam na proliferação e estabilidade genética de 
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MSC, demonstram a correlação entre a alta concentração de O2 e o 

acúmulo de ROS, assim como seu impacto na instabilidade genética de 

MSC (ESTRADA, et al., 2012). 

Outro fator que pode contribuir com o estresse oxidativo in vitro são 

as múltiplas divisões celulares que MSC sofrem quando expandidas. A 

intensa atividade replicativa contribui com o encurtamento de telômeros, 

pois MSC não possuem atividade suficiente de telomerase. O 

encurtamento dos telômeros está associado a um maior estresse oxidativo 

e à desregulação de genes responsáveis pelo controle da estabilidade 

cromossômica, o que resulta no aumento de aneuploidias ao longo das 

passagens celulares (ESTRADA, et al., 2013).   O encurtamento de 

telômeros também pode ser responsável pela ocorrência de translocações 

cromossômicas (BAIRD & HENDRICKSON, 2018)  

Em síntese, a expansão celular acelera o envelhecimento celular, pois 

resulta em encurtamento de telômeros devido à alta taxa replicativa 

(BONAB, et al., 2006); aumento de ROS devido à alta concentração de O2 

e disfunções mitocondriais; aumento do número de mutações devido à 

problemas nos mecanismos de reparo de DNA  e redução da eficiência da 

polimerase  (NERI, 2019).  

Uma característica inerente à expansão celular é a ausência de células 

do sistema imunológico. Células senescentes com oncogenes ativos e 

células com instabilidade cromossômica são eliminadas pelo sistema inato 

e adaptativo porque liberam fatores inflamatórios como IFNγ, que 

desencadeia uma resposta inflamatória (NASTASI, et al., 2020). Sendo 

assim, o sistema imunológico ajuda a impedir a permanência de células 

com mutações potencialmente oncogênicas in vivo, processo que não 

ocorre in vitro, devido à ausência de interação com células do sistema 

imunológico. 



 13 

As condições acima listadas contribuem simultaneamente com o 

aumento da probabilidade do surgimento e acúmulo de mutações em 

células expandidas in vitro. Alterações genéticas podem causar mudanças 

na fisiologia celular, que podem ter impacto nas propriedades terapêuticas 

de MSC, e na pior das hipóteses, resultar em uma transformação celular 

maligna (CHUNDURI & STORCHOVÁ 2019). Por esse motivo, é 

recomendado que produtos de MSC sejam utilizados em terapia celular na 

menor passagem possível, pois assim as chances aumento da instabilidade 

genética e alterações funcionais são minimizadas (BINATO, et al., 2013). 

Para tanto, é necessário o estabelecimento de um controle de qualidade que 

inclua análises genéticas que assegurem a estabilidade genética de MSC 

antes da aplicação em paciente. 

4. Controle de qualidade de MSC 

Agências reguladoras caracterizam MSC como um Produto de 

Terapia Avançada a base de células. Devido à sua necessidade de expansão 

celular antes da aplicação clínica, são consideradas um produto de 

manipulação extensa. Todo tipo de cultivo celular é considerado 

manipulação extensa, e que requer a realização de testes de qualidade antes 

da liberação para uso clínico (BRASIL, 2018). Esses testes são 

importantes, uma vez que as técnicas de cultivo celular para expansão ex 

vivo podem trazer complicações, como a contaminação por 

microorganismos perigosos à saúde humana, bem como suscetibilidade ao 

surgimento de anormalidades genéticas e/ou funcionais nas células 

expandidas.  

No mundo há algumas agências que regulamentam o uso de 

produtos de terapias avançadas, no Brasil, a ANVISA faz a 

regulamentação por meio da RDC 214, de 7 de fevereiro de 2018, que dá 

orientações aos Centros de Processamento Celular. O Canadá e EUA são 
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regulamentados pela Seção nº351 do Ato de Serviço de Saúde Pública dos 

EUA e precisam da aprovação da Food and Drugs Administration (FDA), 

para comercialização; e a União Européia é regulamentada pela diretiva 

UE nº1.394/2007 e o Comité para Terapias Avançadas (CAT – Committee 

for Advanced Therapies) que realiza as autorizações para comercialização. 

São várias as regulamentações, mas de maneira geral, todas as agências 

afirmam que os produtos de terapias avançadas devem ter qualidade, 

segurança e eficácia garantidas (CARIAS, et al., 2018). 

No Brasil, a RDC-Anvisa 214/2018 estabelece que MSC só podem 

ser liberadas para uso terapêutico em pesquisa clínica após realização e 

atendimento aos critérios mínimos dos seguintes testes:  

a) contagem do total de células relevantes;  

b) teste de identidade ou fenotipagem apropriado para o produto e 

quantificação das populações celulares presentes;  

c) viabilidade celular; 

d) teste de pureza: inclui, quando couber, a verificação de substâncias 

ou células que possam ser prejudiciais ao Receptor e, no caso de 

Manipulação Extensa, obrigatoriamente a verificação da presença de 

endotoxinas;  

e) testes microbiológicos: deve-se seguir o disposto no art. 49 desta 

Resolução e, quando aplicável, realizar a repetição dos respectivos testes no 

Produto Final, e, em caso de Manipulação Extensa, incluir também o teste 

para detecção de contaminação por micoplasma; 

 f) detecção de ácido nucleico dos vírus CMV, HIV-1 e HIV-2, HTLV-

I e HTLV-II, EBV, HBV, HCV e B19, e, caso aplicável, de outros agentes 

virais de relevância clínica em humanos, somente em caso de Manipulação 

Extensa para uso alogênico;  

g) citogenética, somente em caso de Manipulação Extensa; e  

h) teste de potência, quando couber: a atividade biológica relevante das 

células, caso conhecida, ou dos produtos sintetizados pela célula deverá ser 

definida e quantificada. (BRASIL, 2018, p.21) 

A qualidade do produto é assegurada nas alíneas “a”, “b” e “c”, pois 

verificam se o tipo celular é o de interesse, assim como sua viabilidade e 

quantidade de células. A segurança é garantida nas alíneas “d”, “e” e “f” 
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pela checagem da presença de substâncias e células que podem ser 

prejudiciais ao receptor, assim como testes microbiológicos e detecção de 

alguns vírus. E a potência é assegurada na alínea “h”, pela realização de 

testes que detectem e quantifiquem a atividade biológica envolvida no 

mecanismo de ação da terapia em questão, quando conhecido. A análise 

citogenética, citada na alínea “g”, está relacionada à segurança e eficácia 

do produto, uma vez que anormalidades cromossômicas alteram a 

fisiologia celular, o que pode conferir à célula um potencial oncogênico ou 

resultar no fim de seu potencial terapêutico (CHUNDURI & 

STORCHOVÁ, 2019).  

Além das validações que garantem a segurança de MSC, validar a 

permanência de sua eficácia terapêutica também é de extrema importância. 

A presença de moléculas relacionadas ao mecanismo de ação esperado 

para o tratamento em questão pode ser testada antes da infusão.  Um 

exemplo é a checagem da manutenção das propriedades 

imunomodulatórias de MSC após expansão. A ISCT sugere o tratamento 

de MSC com citocinas ou co-cultivo com leucócitos, seguida de análise de 

marcadores de superfície, transcritos e/ou secretoma, a fim de avaliar 

mudanças relacionadas à sua resposta imunomoduladora (GALIPEAU et 

al., 2016; KRAMPERA et al., 2013).  

Apesar da obrigatoriedade de realização de diversos testes como 

controle de qualidade, a RDC-Anvisa 214/2018 não estabelece quais são 

os limites seguros, deixando a critério dos Centros de Processamento 

Celular (CPC), o estabelecimento do tipo de ensaio e valores aceitáveis. O 

estabelecimento de limites seguros requer estudo cauteloso da literatura, 

pela busca de resultados de estudos clínicos e pré-clínicos.  

Há ainda a possibilidade de liberação excepcional do produto, que 

consiste na liberação de produtos que não atendam a todos os critérios de 

qualidade e segurança definidos pelo CPC em situações emergenciais. O 
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que exige uma avaliação minuciosa e crítica de toda a equipe envolvida 

em relação ao risco-benefício do uso do produto. Por isso, estudos que 

avaliam a segurança, potência e qualidade de Produtos de Terapia Celular 

são de extrema importância, pois contribuem com o embasamento 

científico da equipe médica e do CPC para tomadas de decisão conscientes. 

5. Alterações genéticas in vitro.  

MSC expandidas in vitro podem apresentar alterações genéticas por 

alguns motivos. Podem ser clones de alterações genéticas pré-existentes 

em mosaico de baixo grau no paciente; podem surgir durante expansão, 

devido à uma predisposição do paciente (BORGONOVO, et al., 2015; 

TARTE, et al., 2010); ou devido às condições de cultivo (KUIJK et al., 

2020). 

Quando isoladas, culturas primárias de MSC são geneticamente 

heterogêneas. Durante a expansão ex vivo, clones com mutações que 

conferem capacidade de adaptação às condições in vitro e com maior 

potencial proliferativo ficam mais frequentes, resultando em uma seleção 

clonal ao longo das passagens (MCLEOD & MAUCK, 2017). Portanto, 

clones com alterações genéticas pré-existentes in vivo ou que surgiram 

durante a expansão, podem se tornar mais frequentes na população de 

células. As mutações podem afetar propriedades fisiológicas e medicinais 

das MSC ou causar transformação neoplásica.  As mutações podem ser 

classificadas como: 

5.1 Mutações gênicas 

 Mutações gênicas são modificações na sequência de nucleotídeos do 

DNA. Dentre elas estão os Polimorfismos de Nucleotídeo Único (SNPs), 

onde um par de base nitrogenada é substituído por outro; e os Indels, onde 

um ou mais nucleotídeos são inseridos, deletados ou duplicados da 

sequência de DNA (NUSSBAUM, et al., 2008, p.392-394). A maior parte 



 17 

dessas mutações ocorre em regiões não codificantes do DNA e não 

resultam em uma alteração funcional para a célula, mas durante expansão 

celular o número de mutações gênicas aumenta consideravelmente (CAI, 

et al., 2014; KIM, et al., 2017). 

 KIM e colaboradores (2017) sequenciaram MSC durante expansão 

e detectaram um grande aumento no número de SNPs e Indels entre as 

passagens 1 e 9. Na passagem 1 foram detectadas 64 SNPs que evoluíram 

para 1232 SNPs na passagem 9. Em outra linhagem do mesmo estudo, a 

variação foi de 41 a 2035 SNPs, no mesmo intervalo de passagens. No 

estudo em questão, os atores sugerem que o acúmulo de SNPs ao longo 

das passagens se deve ao estresse replicativo associado à atividade 

proliferativa. 

 CAI e colaboradores (2014) também realizaram o sequenciamento 

genético de MSC expandidas nas passagens 1, 8 e 13. O número de SNPs 

também aumentou ao longo do tempo de cultivo celular de 219 em P1 para 

856 em P13. Ao investigar a linhagem primária de MSC, na passagem 0, 

verificaram que as SNPs de regiões codificantes já estavam presentes logo 

após isolamento, mas em concentrações muito baixas, a maior parte menor 

que 0,1% da população. Indicando que as mutações já estavam presentes 

no paciente, mas o ambiente in vitro, contribuiu com a seleção de seus 

clones.  

 Mutações gênicas podem atrapalhar a manutenção da qualidade e 

segurança de MSC, afinal mutações desse tipo em genes supressores 

tumorais ou proto-oncogenes podem contribuir com um processo de 

transformação celular maligna. Essas mutações podem ainda contribuir 

com o aumento da instabilidade genética caso atinjam genes envolvidos na 

síntese de DNA, sistemas de reparo de DNA ou relacionados com a 

separação de cromátides na mitose (STORCHOVA, 2012).  
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5.2. Mutações genômicas e cromossômicas 

Mutações genômicas são alterações que afetam o número de 

cromossomos na célula, como é o caso das aneuploidias que consistem no 

ganho ou perda de um ou mais cromossomos. Mutações cromossômicas 

alteram a estrutura dos cromossomos por duplicação ou deleção de parte 

do cromossomo ou translocações e inversões (NUSSBAUM, et al., 2008, 

p.392). As duplicações e deleções de parte dos cromossomos podem ser 

chamadas de Copy number variation (CNV), pois por definição CNV é a 

variação no número de cópias de um segmento de 1 quilobase ou mais 

(FEUK, et al., 2006). Neste trabalho, vamos adotar os termos alteração 

cromossômica e alteração citogenética para qualquer mutação genômica e 

cromossômica. 

É importante ressaltar que a maior parte das expansões de MSC são 

geneticamente estáveis e não apresentam aberrações cromossômicas. Ben-

David e colaboradores (2011) realizaram um estudo em que calcularam a 

taxa de aberrações cromossômicas de 144 linhagens de MSC de diferentes 

origens, tais como tecido adiposo, cordão umbilical, entre outros. Para 

tanto, analisaram dados publicados de expressão gênica e concluíram que 

MSC possuem 4% de chances de apresentar uma alteração cromossômica. 

Apesar desta média, a porcentagem de linhagens que apresentam 

alterações cromossômicas varia muito entre os estudos, desde expansões 

em que nenhuma linhagem apresenta alteração, quando analisada em 

passagem 3 (ZHANG, et al., 2007),  até publicações em que 25% das 

expansões apresentam alterações cromossômicas na passagem 1 (TARTE, 

et al., 2010). Há situações em que alterações cromossômicas são 

detectadas apenas em passagens mais tardias, como passagem 6 (BINATO, 

et al., 2013), mas também podem estar presentas nas passagens 1 e 2 

(CAPELLI, et al., 2014; TARTE, et al., 2010).  
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Conforme discutido anteriormente, as condições de cultivo podem 

interferir na probabilidade de aquisição de alterações cromossômicas. 

MSC expandidas sob uma atmosfera de 3% de O2 apresentam menos 

aberrações cromossômicas que as cultivadas em atmosfera com 21% de 

O2 (ESTRADA, et al., 2012). Mas outros fatores podem influenciar, como 

o tempo de expansão (BINATO, et al., 2013; ESTRADA, et al., 2013)  e 

as características do próprio doador (BORGONOVO, et al., 2015; 

TARTE, et al., 2010) . 

 Há pacientes que apresentam maiores taxas de aberrações em suas 

expansões. Como ocorreu no estudo de Tarte e colaboradores (2010), que 

expandiu células de 13 pacientes e detectou a trissomia 5 em 3 expansões 

do mesmo paciente. Essas aneuploidias poderiam já estar presentes in vivo 

no paciente ou podem ter surgido in vitro, indicando que o paciente pode 

ter uma predisposição maior à erros mitóticos, aumentando assim a 

ocorrência de alterações cromossômicas em suas células. O estudo de 

Borgonovo e colaboradores (2015)  apresenta outro caso de paciente que 

apresentou altas taxas de  alterações citogenéticas numéricas e estruturais 

em todas as suas expansões, quando analisadas na passagem 2. Ambos os 

casos indicam que o surgimento de alterações cromossômicas pode ser 

dependente do doador.  

A taxa de alterações citogenéticas tende a aumentar ao longo do 

tempo de expansão celular (BINATO, et al., 2013), mas esse aumento não 

ocorre de forma linear e crescente. O número de células com aberrações 

cromossômicas sofre oscilações entre as passagens (NIKITINA, et al., 

2018; STULTZ, et al., 2016).  

As oscilações no número de células aberrantes ocorrem porque tais 

alterações são muito deletérias para as células, podendo resultar em morte 

celular ou proliferação mais lenta. Mas alterações cromossômicas que não 

afetam negativamente a proliferação celular, podem resultar na formação 
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de clones que se mantêm por várias passagens no cultivo celular (BINATO 

et al., 2013; CAPELLI et al., 2014; STULTZ, 2016; NIKITINA et al., 

2018). As MSC aberrantes capazes de gerar clones podem continuar 

adquirindo mais mutações que podem contribuir com sua seleção positiva 

e transformação maligna. Algumas aneuploidias são comuns em 

determinados tipos de tumores, indicando que podem contribuir com o 

processo de transformação neoplásica. 

Nikitina e colaboradores (2018), detectaram em suas culturas de 

MSC, uma variedade de aberrações cromossômicas, com destaque à 

tetrassomia do cromossomo 8, que na passagem 12 estava presente em 

12% da população. O oncogene c-MYC está localizado no braço longo do 

cromossomo 8, sua superexpressão aumenta o potencial proliferativo 

celular, o que pode explicar a alta taxa de clones com esse tipo de alteração. 

A monossomia do 13 é comum expansões de MSC. O gene RB1, um 

supressor tumoral está localizado no cromossomo 13. A ausência de uma 

de suas cópias causa a diminuição de sua expressão, o que parece impactar 

a supressão tumoral em células de origem mesenquimal, pois essa é uma 

aberração cromossômica comum em lipomas. A trissomia 12 por sua vez 

é recorrente em células tronco pluripotentes induzidas, uma aberração 

cromossômica comum em teratomas (BEN-DAVID, et al., 2011). 

Aneuploidias como as listadas acima, que aumentam o potencial 

proliferativo celular e são comuns em algum tipo de tumor, merecem 

atenção, pois são exemplos típicos de anomalias genéticas envolvidas no 

processo de transformação neoplásica e consequente, no desenvolvimento 

de tumores. 

6. Efeitos das alterações cromossômicas. 

As alterações cromossômicas podem impactar as células de formas 

distintas, a depender do tipo de alteração e do cromossomo envolvido. As 
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inversões e translocações cromossômicas ocorrem devido a quebras de 

fitas duplas de DNA que foram reparadas erroneamente. A junção de 

sequências distintas de DNA pode inativar genes supressores tumorais, 

ativar oncogenes ou criar novos oncogenes quiméricos (BAIRD & 

HENDRICKSON, p. 99, 2018).  

As aneuploidias por sua vez, são causadas por erros durante a mitose 

que podem causar a segregação desbalanceada dos cromossomos, 

resultando em células-filhas com perdas ou ganhos cromossômicos 

(LEVINE & HOLLAND, 2018). Apesar dos efeitos de uma aneuploidia 

dependerem do tipo celular, das condições ambientais e do tipo específico 

de alteração cromossômica, existe um padrão de características comuns à 

maior parte de células aneuploides (LEVINE & HOLLAND, 2018). Esse 

mecanismo é conhecido como  resposta ao estresse associado à aneuploidia 

e consiste na baixa regulação de vias que regulam o ciclo celular, 

metabolismo de ácidos nucleicos e biogênese ribossomal; aliado à alta 

regulação de glicólise, autofagia, vias lisossômicas e metabolismo de 

membranas (CHUNDURI & STORCHOVÁ, 2019; DÜRRBAUM, et al., 

2014). 

 As aneuploidias alteram o número de cópias de centenas de genes 

simultaneamente, o que pode mudar seus níveis de expressão, promovendo 

um desbalanço gênico que resulta no fim da homeostase celular. A 

quantidade de mRNA e proteínas sintetizadas nas células fica desregulada, 

essas mudanças transcricionais resultam em estresse proteotóxico e 

oxidativo, crescimento lento e instabilidade genômica (CHUNDURI & 

STORCHOVÁ, 2019).  

O estresse proteotóxico ocorre devido ao aumento na produção de 

proteínas. Como resposta, a degradação de proteínas se intensifica, mas 

esse mecanismo de compensação não é suficiente. Também aumenta a 

demanda pela atividade de dobramento proteico, realizada por chaperonas 
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que ficam com sua eficiência reduzida, resultando na produção de 

proteínas com dobramentos errôneos e no acúmulo de agregados proteicos 

(CHUNDURI & STORCHOVÁ, 2019). 

Aneuploidias afetam fortemente a proliferação celular, geralmente 

deixando-a mais lenta (ZHU, et al., 2018). Apesar de muitos estudos 

indicarem que aneuploidias causam uma alteração na taxa proliferativa, os 

mecanismos exatos não são muito bem compreendidos. Ganhos 

cromossômicos causam um atraso nas fases G1 e S do ciclo celular que 

provavelmente ocorre devido ao atraso no acúmulo de ciclinas causado 

pela expressão dos genes do cromossomo extra. A monossomia por sua 

vez pode afetar a célula pela haploinsuficiência dos genes presentes no 

cromossomo deletado (CHUNDURI & STORCHOVÁ, 2019). Mas sob 

estresse, algumas aneuploidias podem conferir vantagem adaptativa. Há 

casos de aumento da proliferação celular que são cromossomo específicos, 

como é o caso da trissomia 12 (BEN-DAVID, et al., 2011). 

Apesar das causas ainda precisarem ser descobertas, aneuploidias 

podem aumentar a instabilidade genética. Células aneuploides 

frequentemente sofrem mitoses anormais e apresentam altos níveis de dano 

ao DNA. Uma possibilidade é que a baixa expressão de fatores replicativos 

e os problemas de dobramento de proteínas associado ao estresse 

proteotóxico contribuam com a instabilidade genética (CHUNDURI, 

STORCHOVÁ, 2019; LEVINE & HOLLAND, 2018). 

 Conforme listado acima, os efeitos das aberrações cromossômicas 

são potencialmente deletérios para as células. Por esse motivo, MSC com 

alterações cromossômicas in vitro tendem a desaparecer em passagens 

posteriores (STULTZ, et al., 2016). Além do estresse associado à 

aneuploidia, um dos motivos do breve desaparecimento da maior parte dos 

clones aberrantes de MSC é que grandes alterações genéticas 

desencadeiam uma resposta ao dano de DNA,  que mediada pela expressão 
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de p53 e RB, resulta em senescência celular ou apoptose, impedindo o 

surgimento de novos clones aberrantes (OU & SCHUMACHER, 2018). 

Em síntese, aneuploidias tendem a ser desvantajosas para as células, pois 

mesmo que não desencadeiem a resposta ao dano de DNA, o estresse 

associado à aneuploidia reduz seu potencial proliferativo, o que favorece a 

sua eliminação. 

7. Transformação celular e aneuploidia 

Há um paradoxo em relação à aneuploidia, pois da mesma maneira 

que está ligada ao envelhecimento celular, também está associada à 

tumorigênese. O envelhecimento celular é caracterizado pela senescência, 

que causa o fim irreversível do potencial proliferativo da célula. 

Entretanto, 90% dor tumores sólidos possuem aneuploidias. Esse é um 

indício de que há situações em que a célula consegue escapar do 

envelhecimento e que aneuploidias podem ser importantes no processo de 

tumorigênese, pois são selecionadas na maior parte dos tumores (LEVINE 

& HOLLAND, 2018). 

 O surgimento da aneuploidia em uma célula faz com que ela 

apresente algumas características em comum com células tumorais, tais 

como: mudanças metabólicas, instabilidade genética, ativação de autofagia 

e de resposta imunológica. Todas essas características são ruins e tendem 

a resultar na senescência ou apoptose de células normais, mas as células 

tumorais permanecem vivas porque encontram uma maneira de se adaptar. 

A principal adaptação é a superação do efeito antiploriferativo da 

aneuploidia, essa adaptação é facilitada pela instabilidade genética 

(CHUNDURI & STORCHOVÁ, 2019). 

 A transformação celular é um mecanismo que depende de múltiplas 

etapas, pois a célula precisa adquirir diferentes capacidades para se tornar 

tumoral. A instabilidade genética é considerada uma caraterística 
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possibilitadora, pois é capaz de gerar mutações aleatórias que podem 

conferir todas as outras características necessária a uma célula tumoral 

(HANAHAN & WEINBERG, 2011).  

 Nem toda célula com aneuploidia é instável geneticamente 

(LEVINE & HOLLAND, 2018). Entretanto, a aneuploidia pode contribuir 

ou ser um indício de instabilidade genética. Células aneuploides e instáveis 

geneticamente que mantêm seu potencial proliferativo, geram clones e são 

capazes de estabelecer uma nova população de células aberrantes. Os 

clones aberrantes podem adquirir novas mutações, que podem conferir 

novas características e resultar na maior adaptação celular. É por esse 

motivo que a instabilidade genética é o fator central na formação de 

tumores, pois é por meio dela que novos “Hallmarks” tumorais podem 

surgir (HANAHAN & WEINBERG, 2011; LEVINE & HOLLAND, 

2018). 

 Dentre as adaptações que a instabilidade genética pode conferir, que 

contribuem com o processo de transformação neoplásica estão: 

manutenção de sinal proliferativo , escape de supressores de crescimento, 

resistência à morte, indução da angiogênese, capacidade de invasão e 

metástase e o escape da ação do sistema imunológico (HANAHAN & 

WEINBERG, 2011).  

  As MSC têm o potencial de induzir angiogênese e sua propriedade 

imunomoduladora é capaz de inibir a ação do sistema imunológico. 

Portanto, além das características potencialmente oncogênicas inerentes à 

sua fisiologia, MSC com alteração cromossômica podem estar instáveis 

geneticamente, permitindo assim a aquisição de novas características 

tumorais. Por esse motivo, expansões de MSC com aberração 

cromossômica clonal preocupam a comunidade científica. 
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8. Transformação espontânea de MSC 

Não existem relatos de pacientes que receberam tratamento de terapia 

celular com MSC que desenvolveram tumores derivados das células 

recebidas. Entretanto, há evidências na literatura de terapias com outros 

tipos celulares que resultaram no desenvolvimento de tumores. Em 2009, 

Amariglio e colaboradores reportaram um caso de um menino que recebeu 

células-tronco neurais para o tratamento de ataxia telangiectasia e 4 anos 

depois foi diagnosticado com neoplasma glioneural. As análises genéticas 

compararam polimorfismo de microssatélite e tipo de HLA (antígeno 

leucocitário humano) do tumor, do paciente e dos doadores. Os resultados 

indicam que o tumor é derivado de pelo menos dois doadores de células. 

Relatos como esse indicam que células aplicadas em terapias podem 

contribuir com a formações de tumores. 

É sabido que MSC de camundongos com aberrações cromossômicas 

são capazes de sofrer transformação maligna espontaneamente em culturas 

de longo prazo e dar origem a sarcomas (XIAO, et al., 2013). Por esse 

motivo, desde que MSC humanas passaram a ser cogitadas para uso em 

terapia celular, seu risco de transformação maligna é amplamente discutido 

(BARKHOLT, et al., 2013). Entretanto, MSC humanas parecem ser mais 

resistentes à transformação espontânea, pois muitos estudos relatam MSC 

humanas com aberrações cromossômicas que surgiram durante expansão, 

mas que não resultaram em transformação celular (CAPELLI, et al., 2014; 

NIKITINA, et al., 2018; TARTE, et al., 2010; WANG, et al., 2013). 

 Na década de 2000, surgiram duas publicações de grupos de 

pesquisa distintos que relatavam a transformação maligna espontânea de 

MSC durante expansão in vitro (RØSLAND, et al., 2009; RUBIO, et al., 

2005). Entretanto, ambos os trabalhos foram retratados em 2010, pois foi 

constatado que a transformação celular foi resultado de uma contaminação 
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cruzada com células tumorais (GARCIA, et al., 2010; RØSLAND, et al., 

2010). 

Atualmente há apenas dois registros de MSC humanas que 

realmente sofreram transformação espontânea in vitro (PAN, et al., 2014, 

WANG, et al., 2005). Em ambos os casos, as células transformadas 

apresentaram mudanças morfológicas, maior taxa proliferativa em relação 

às MSC normais, deixaram de expressar alguns marcadores de superfície 

típicos de MSC, como CD13 e CD105, possuíam mais de uma alteração 

citogenética e quando inoculadas em camundongos imunodeficientes 

NOD/SCID, foram capazes de gerar tumores após 5 – 8 semanas da 

inoculação. A análise histológica dos tumores indicou uma morfologia 

similar à de sarcoma e liposarcoma. 

   As alterações sofridas por MSC transformadas são diversas. Dentre 

elas, as aberrações cromossômicas são de grande relevância, pois indicam 

instabilidade genética que é notoriamente um grande potencializador da 

transformação neoplásica celular. Portanto, a fim de evitar futuras 

complicações para o paciente, é de extrema importância garantir a 

qualidade e segurança de MSC antes de sua aplicação. Por esse motivo, a 

análise citogenética é realizada, afinal a maior preocupação em relação ao 

uso de MSC em terapia celular é que alterações citogenéticas resultem no 

surgimento e seleção de células neoplásicas que consigam causar o 

desenvolvimento de tumores no paciente.  

Sendo assim, uma maneira eficiente de evitar células com potencial 

oncogênico é não utilizar MSC com aberrações cromossômicas clonais em 

terapia celular. Mas na prática essa não é uma tarefa muito simples, pois 

alguns pacientes presentam alterações cromossômicas em todas as suas 

expansões (BORGONOVO, et al., 2015, TARTE, et al., 2010). Há 

situações em que apenas uma aneuploidia surge e permanece em baixa 

concentração na população de células, sem apresentar novas alterações 
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citogenéticas, nem vantagem proliferativa em relação aos clones 

euploides. O simples descarte de qualquer expansão com aberração 

cromossômica inviabilizaria o tratamento de muitos pacientes. Por esse 

motivo, é necessário discutir sobre quais são os limites citogenéticos 

seguros de produtos de MSC utilizados em terapia celular. 

Para evitar a utilização de produtos de terapia celular com alterações 

cromossômicas que podem conferir vantagem proliferativa, especialistas 

do Cell Products Working Party, do Comitê de Terapias Avançadas da 

Agência Europeia de Medicamentos e da Sociedade Internacional de 

Terapia Celular e Genética (ISCT), recomendam a realização de cariótipo 

de 20 metáfases e estabelecem como limite de exclusão da amostra, 10% 

das metáfases com aberração cromossômica clonal (BARKHOLT et al., 

2013). Segundo às organizações, expansões celulares que não atendem a 

esses requisitos, não devem ser utilizadas em pacientes. Entretanto, trata-

se de uma recomendação apenas e há estudos que realizaram a inoculação 

de MSC nos pacientes antes da liberação do resultado da análise 

citogenética  e que com chegada do resultado do cariótipo, descobriram 

que haviam inoculado células de cariótipo aberrante em pacientes de 

terapia celular (MIZUNO, et al., 2021, TARTE, et al., 2010). 

Situações como as expostas acima, reforçam a urgência na 

compreensão dos efeitos de aberrações cromossômicas em MSC. A 

comprovação de que algum tipo de alteração citogenética apresenta 

potencial oncogênico criaria uma pressão para que MSC não sejam 

liberadas para uso antes dos resultados citogenéticos. Em contrapartida, a 

indicação de ausência de potencial oncogênico poderia liberar o uso de 

MSC com baixa concentração de aberrações cromossômicas em situações 

excepcionais, para não inviabilizar a terapia celular. 

As evidências de desenvolvimento de tumores in vivo utilizaram 

MSC humanas que já haviam sofrido transformação neoplásica durante 
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expansão in vitro, portanto já tinham morfologia alterada e alta taxa 

proliferativa. Esses estudos não contribuem com o conhecimento que os 

CPC realmente precisam, uma vez que MSC com essas características 

nunca seriam utilizadas em terapia celular, pois já indicavam seu potencial 

oncogênico. Portanto, a real pergunta é se MSC não transformadas, mas 

com baixas concentrações de células com alteração citogenética podem 

sofrer transformação in vivo, ou seja, dar origem a tumores nos pacientes.  

MSC com aberrações cromossômicas, alterações morfológicas e alto 

potencial proliferativo, claramente devem ser descartadas. Mas MSC com 

baixa concentração de alterações cromossômicas e todos os outros 

parâmetros de qualidade normais precisam ser estudadas. É necessário 

estudar o impacto de cada alteração cromossômica que surge após 

expansão celular, e avaliar se são capazes de gerar clones, se possuem 

vantagem proliferativa e outras características que podem contribuir com 

o potencial oncogênico celular ou fazer com que MSC percam seu 

potencial terapêutico. Neste trabalho estudamos o efeito da trissomia 5 nas 

expansões de MSC. 

9. Trissomia 5  

A trissomia 5 é uma aneuploidia recorrente em expansões de MSC, 

surge espontaneamente e já foi reportada em alguns estudos (STULTZ, et 

al., 2016, CAPELLI, et al., 2014, TARTE, et al., 2010). Recentemente, a 

trissomia 5 também foi detectada em expansões de dois pacientes do 

Departamento de Hematologia e Terapia Celular do Hospital Israelita 

Albert Einstein (DHTC-HIAE). O objetivo da expansão era o tratamento 

de incontinência urinária, mas as linhagens de MSC com clones com 

trissomia 5, não foram utilizadas na terapia porque não atendiam aos 

critérios mínimos sugeridos pela ISCT.  
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O descarte de MSC requer a repetição do isolamento das células, 

expansão celular e todos os ensaios de controle de qualidade que 

demandam recursos e tempo. Todas essas etapas podem inviabilizar a 

terapia celular, desapontando paciente e equipe médica.  

MSC de cariótipo normal sempre devem ter prioridade de aplicação 

em terapia celular, mas há situações em que uma pequena porcentagem de 

MSC demonstra uma alteração citogenética e não é possível repetir o 

isolamento de novas células. Para essas situações são necessários dados 

sobre os impactos de tal alteração em MSC. Esses dados podem auxiliar a 

equipe médica na tomada de decisão em relação ao uso ou descarte de 

MSC que desenvolveram alterações citogenéticas.  

No Brasil, como a RDC-Anvisa 214/2018 deixa a critério de cada 

CPC o estabelecimento de limites seguros, estudos como este também 

podem fornecer embasamento científico no estabelecimento de tais 

limites. Para tanto, é necessário considerar a realidade clínica, na qual é 

relevante saber se a propriedade terapêutica é mantida e se a transformação 

celular poderia ocorrer in vivo. 

Para responder a essa pergunta, este trabalho utilizou MSC 

expandidas para terapia celular que desenvolveram espontaneamente uma 

população de células com a trissomia 5 (MSC-T5). Avaliamos se MSC-T5 

possui potencial oncogênico e potencial imunomodulador. Para saber se 

MSC-T5 pode sofrer transformação in vitro, verificamos as dobras 

populacionais (PDL) durante expansão e taxas proliferativas e de 

senescência celular. O potencial imunomodulador foi avaliado pelo perfil 

de expressão em resposta à estimulação com IFNγ. O potencial 

tumorigênico in vivo foi verificado pela inoculação subcutânea das células 

em camundongos, seguida de observação dos animais por 6 meses. Todos 

os dados obtidos de MSC-T5 foram comparados com os de MSC de 

cariótipo normal e de uma linhagem de células tumorais. Caso MSC-T5 
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apresente parâmetros similares ao das células tumorais, este seria um 

indício relevante de potencial oncogênico. Em contrapartida, se o 

comportamento de MSC-T5 for similar ao de MSC normais, é possível que 

a trissomia 5 não seja capaz de iniciar um processo de transformação 

celular em MSC e que o uso de tais linhagens seja mais seguro do que 

previamente imaginado. 
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II. Objetivos 

 

O presente trabalho teve como objetivo geral verificar o potencial 

tumorigênico e imunomodulador de células mesenquimais estromais 

(MSC) isoladas de medula óssea humana, que apresentaram alguns clones 

com a trissomia 5 após cultivo in vitro.  

São objetivos específicos deste projeto:  

I. Avaliar se MSC com trissomia 5 são capazes de gerar tumor in vivo. 

II. Avaliar o perfil de crescimento da população celular em culturas 

de MSC com trissomia 5 ao longo do tempo, comparativamente a culturas 

de MSC com cariótipo normal. 

III. Avaliar proliferação e senescência celular em culturas de MSC 

com trissomia 5, comparativamente a culturas de MSC com cariótipo 

normal. 

IV. Avaliar a potência imunomoduladora de culturas de MSC com 

trissomia 5, comparativamente às culturas de MSC com cariótipo normal. 
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III. Materiais e Métodos 

1. Linhagens celulares 

  Para a realização do estudo foram utilizadas quatro linhagens de 

MSC derivadas da medula óssea, duas delas possuíam a trissomia 5 como 

aneuploidia clonal em 10 a 30% da população de células (MSC-T5) e 

outras duas linhagens euploides (MSC-E). A linhagem tumoral AT/RT-

USP (Tumor Rabdóide/Teratóide Atípico), com capacidade de iniciação 

de tumor (KAID, et al., 2018), foi utilizada como controle positivo na 

avaliação de transformação celular e potencial tumorigênico (Tabela 1). 

As linhagens MSC-T5 foram cedidas pelo Departamento de 

Hematologia e Terapia Celular do Hospital Israelita Albert Einstein 

DHCT-HAE, onde foram isoladas e expandidas para uso clínico, mas 

devido ao surgimento espontâneo de clones com a trissomia 5, não 

passaram nos critérios mínimos estabelecidos pela ISCT, então seu uso 

clínico foi desconsiderado e as amostras doadas para pesquisa. As 

linhagens MSC-E e AT/RT-USP, foram gentilmente doadas pelo centro de 

Estudos do Genoma Humano e Células Tronco. O estudo foi devidamente 

autorizado pelo Comitê de Ética em Pesquisa – Seres Humanos (CAAE: 

33496419.6.0000.5464; Parecer: 4.098.980). 

Tabela 1- Amostras utilizadas no estudo. 

Amostra Grupo Passagem Cariótipo 

M10 Controle negativo 

MSC-E 

P4 46,XX 

M12 P6 46,XY 

T5-50 
Grupo experimental 

MSC-T5 

P4 46,XX/ 

47,XX,+5 

 
T5-53 P6 
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  NA: Não analisado 

2. Condições de cultivo 

Todas as linhagens foram cultivadas em DMEM “Low Glucose” 

(Gibco), suplementadas com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de 

solução Anti-Anti (100X) Antibiotic-Antimycotic (Gibco). As células eram 

mantidas em incubadoras a 37ºC sob atmosfera de 5% de CO2. O meio de 

cultivo era trocado duas vezes por semana, e quando o frasco atingia uma 

confluência de 80%, as células eram lavadas com Phosphate Buffered 

Saline (PBS), tratadas com TrypLETM Express (Gibco) por 5-6 minutos a 

37ºC para dissociação das células e semeadas em novos frascos de cultivo 

em baixa densidade (6.000 células por cm2). 

3. Caracterização de MSC 

Para a caracterização das MSC, verificamos por citometria de fluxo a 

expressão de marcadores de superfície típicos de MSC, conforme 

estabelecido pela ISCT (DOMINICI, et al., 2006). As células foram 

marcadas por 40 minutos a 4ºC com os seguintes anticorpos:  PE Mouse 

anti-Human CD105 (Clone 266); APC Mouse anti-Human CD73 (Clone 

AD2); PE Mouse Anti-Human CD90 (Clone 5E10); FITC Mouse Anti-

Human CD44 (Clone G44-26); PE Mouse Anti-Human CD166 (Clone 

3A6); PE Mouse Anti-Human CD31 (Clone WM59); APC Mouse Anti-

Human CD34 (Clone 581); FITC Mouse Anti-Human CD45 (Clone 2D1); 

FITC Mouse Anti-Human HLA-DR (Clone G46-6). Todos os anticorpos 

foram adquiridos da BD Biosciences. A citometria de fluxo foi realizada 

com FACS ARIA II (BD Biosciences), foram adquiridos pelo menos 

10.000 eventos por leitura. Os resultados foram analisados com o software 

USP7 –

AT/RT 

Controle positivo 

Linhagem tumoral 
Imortalizada NA 
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FlowJo, onde primeiro o subgrupo da população de células vivas foi 

delimitado e depois, com os dados do controle sem marcação de 

fluoróforo, foram estabelecidos subgrupos de células marcadas para cada 

um dos fluoróforos. 

4. Análise citogenética 

4.1 Cariótipo 

Para verificar se as linhagens de MSC atendiam aos critérios 

citogenéticos recomendados pela ISCT, o cariótipo com banda G foi 

realizado em 20 metáfases por amostra (BARKHOLT et al., 2013). MSC 

com duas ou mais (>10%) metáfases com a mesma aberração 

cromossômica, foram consideradas como fora dos critérios recomendados 

devido à presença de alteração clonal. As aberrações cromossômicas foram 

descritas de acordo com o International System of Humam Cytogenetic 

Nomenclature (ISCN, 2016). 

O cariótipo das amostras MSC-T5 foi realizado no laboratório clínico 

do Hospital Israelita Albert Einstein. Para o cariótipo das linhagens MSC-

E, as mesmas foram cultivadas em frascos T-75 até atingirem a confluência 

de 70-80%, então as células foram acondicionadas por 20 horas em meio 

DMEM “Low glucose” sem suplementação de SFB. Essa etapa de 

carenciamento de SFB foi realizada para aumentar o número de metáfases 

no fim do experimento, pois o SFB possui agentes mitógenos e, sem eles, 

as células param seu ciclo na fase G1. Depois da etapa de carenciamento, 

as células foram acondicionadas novamente em meio de cultura com SFB, 

sob condições ideais de cultivo. Aproximadamente 30 horas após o fim do 

carenciamento era possível ver em microscópio de luz que grande parte 

das células estavam presas com menor aderência ao frasco (ficam mais 

brilhantes sob a luz), um indício de entrada em fase M. Então as células 

foram incubadas por 4 horas em solução de 0,05µg/ml de KaryoMAXTM 
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ColcemidTM (Gibco) em meio de cultura, posteriormente foram dissociadas 

com tripsina, hipotonizadas com KCL 0,075M por 30 minutos a 37ºC e 

fixadas em solução Metanol:Ácido acético (3:1). Para a obtenção das 

metáfases, a solução final de células com fixador foi dispensada gota a gota 

sobre a lâmina.    

Para a coloração das bandas, as lâminas foram envelhecidas em estufa 

a 37ºC, imergidas por 5 minutos em solução 2x de Saline-Sodium Citrate 

buffer (SSC) a 65ºC, lavadas em água destila, imergidas por 40-60 

segundos em solução de 0,025g de tripsina em tampão Sörensen (pH 6,8) 

e coradas com solução de corante Giemsa 4% em tampão Sörensen por 8 

minutos. As imagens das metáfases foram capturadas em microscópio 

ZEZZ Axioplan 2 Imaging e analisadas no software Ikaros. 

 

4.2 CGH-array 

O CGH-array (Hibridização Genômica Comparativa) foi realizado 

com o objetivo de procurar por CNVs (Copy Number Variation) menores 

que o cariótipo com banda G é capaz de detectar.  A análise foi realizada 

em colaboração com o Laboratório de Genética Humana do Instituto de 

Biociências – USP. 

O DNA das MSC foi extraído com o kit QIAamp DNA Mini (Qiagen) 

de acordo com o protocolo do fabricante. O CGH-array foi realizado em 

plataforma 180K (Agilent Tecnologies, Califórnia, USA), de acordo com 

o protocolo do fabricante. O DNA controle deste ensaio foi masculino de 

cariótipo 46,XY. A análise foi realizada com o software Nexus Copy 

Number (Biodiscovery) e os gráficos plotados com os valores da fórmula:  

X = Log2 PS/PC 

Onde:  

PS é o número de probes na amostra testada.  
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PC é o número de probes no controle do ensaio.  

Zero indica diploidia, valores negativos indicam perdas e valores 

positivos indicam ganhos de material genético. 

5. Crescimento populacional 

Para investigar se a trissomia 5 seria capaz de alterar o padrão de 

crescimento das populações de MSC-T5, as dobras populacionais 

cumulativas (PDL) das linhagens de MSC foram contabilizadas durante 

expansão celular. Antes do início da análise, as linhagens foram 

carenciadas em meio de cultivo sem SFB por 20 horas, para alinhamento 

do ciclo celular na fase G1. Após período de carenciamento, as células 

voltaram a ser acondicionadas em meio de cultura com suplementação 

normal. Quando o frasco de cultivo atingia 80% de confluência, as células 

eram dissociadas, contadas e semeadas.  

A contagem de células foi realizada em triplicata em Countess 3 

Automated Cell Counter. A lâmina de contagem era preparada com 10µl 

da solução de células diluída em solução de 0,4 de trypan blue. As MSC 

eram então semeadas em novos frascos, sempre na mesma densidade de 

6.000 células/cm2. 

A fórmula para o cálculo do PDL foi: 

PDL = log10(Cf/Ci)*3.33 

Onde: 

Ci: número de células semeadas no início do período de incubação; 

Cf: número de células no fim do período de incubação;  

O tempo de dobra (DT) foi calculado com a fórmula:  

DT = T*ln2/ln(Cf/Ci) 

Onde: 

T: tempo de incubação em dias.  
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As fórmulas utilizadas são as recomendadas pelo manual de cultivo de 

células da ATCC (2021). 

6. Proliferação celular 

Para verificar se a taxa proliferativa de MSC-T5 era similar à de 

células tumorais ou de MSC-E, foi realizado um ensaio que detecta células 

com núcleos proliferativos com o kit Click-iTTM EdU Cell Proliferation Kit 

for Imaging, Alexa Fluor (Invitrogen). O ensaio consiste na detecção de 

células com EdU em seu núcleo. O EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridine) é um 

nucleosídeo análogo à timina que se incorpora ao DNA durante sua síntese. 

Para tanto, as células foram semeadas em triplicata em placas de 24 poços, 

após 48 horas foram incubadas com EdU por 4 horas. As etapas seguintes 

do ensaio foram realizadas segundo protocolo do fabricante. As imagens 

foram capturadas em microscópio EVOS M5000 Imaging System. As 

células e seus núcleos proliferativos foram contabilizados com o software 

ImageJ. 

7. Senescência celular 

Para investigar se a trissomia 5 poderia desencadear a senescência em 

MSC-T5, foram realizados ensaios para detectar a atividade de β-

galactosidase associada a senescência (SA-β-Gal), um biomarcador de 

senescência celular (KUMARI & JAT, 2021). Dois tipos diferentes de 

ensaios foram realizados, um colorimétrico, capaz de detectar células 

positivas e negativas para a atividade da enzima e outro com marcação 

fluorescente que possibilitou a quantificação da intensidade da atividade 

enzimática por célula.  

O ensaio colorimétrico foi realizado com o kit Senescence β-

Galactosidase Staining (Cell Signaling). As células foram semeadas em 

triplicata em placas de 24 poços. Após 48 horas, o ensaio foi realizado 
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segundo orientações do fabricante. As imagens foram capturadas em 

microscópio EVOS XL Core Imaging System. Células positivas para SA-

β-Gal foram contabilizadas e sua porcentagem mensurada. 

Para o ensaio de detecção de SA-β-Gal por fluorescência, as células 

foram semeadas em lâminas com câmaras. Após 48 horas, as enzimas 

foram marcadas com o kit CellEventTM Senescence Green Detection 

(Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante. As imagens foram 

capturadas no microscópio Zeiss Axio Imager Z1 ApoTome. Cada amostra 

teve 200 células analisadas. 

A intensidade de fluorescência foi mensurada com o software ImageJ. 

A florescência por célula (FC) foi calcula com a fórmula:  

FC = FT – (AC * FB) 

Onde: 

FT = Fluorescência total capturada; 

AC = Área da célula; 

FB = Fluorescência do background da imagem. 

8. Tumorigênese in vivo 

Para verificar se MSC-T5 poderia sofrer transformação espontânea in 

vivo e gerar tumor, camundongos Balb c/NUDE imunossuprimidos de 13 

semanas receberam 100.000 células por injeção subcutânea no flanco 

direto. Os animais foram divididos em 5 grupos, cada um com três animais. 

Cada grupo recebeu MSC de um paciente e um grupo controle positivo 

recebeu células tumorais AT/RT-USP7. Os animais foram observados por 

185 dias (6 meses). Foram pesados semanalmente e os tumores foram 

medidos com o auxílio de um paquímetro digital. O volume tumoral (VT) 

(mm3) foi calculado com a seguinte fórmula (TOMAYKO & 

REYNOLDS, 1989):  

VT= (Diâmetro maior * Diâmetro menor2)/2. 
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O estudo foi devidamente aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais – CEUA e registrado sob o número 358/2019.  

9. Análise de potência imunomoduladora 

Para avaliar se MSC-T5 eram capazes de manter sua propriedade 

imunomoduladora, as linhagens foram estimuladas com Interferon-γ 

(IFNγ), uma citocina inflamatória liberada por linfócitos T. A resposta 

imunomoduladora foi mensurada por citometria de fluxo e rt-PCR. As 

linhagens M10, M12 e T5-53 foram divididas em dois grupos: as 

estimuladas, que foram tratadas com IFNγ 40ng/mL em meio de cultura 

por 48 horas e o grupo controle não estimulado que recebeu meio de 

cultura sem IFNγ.  

MSC quando estimuladas com IFNγ passam a expressar o marcador 

de superfície HLA-DR, sendo assim, este pode ser uma marcador que 

indique atividade imunomoduladora de MSC (GALIPEAU, et al., 2016). 

Para a análise da expressão de HLA-DR por citometria de fluxo, as células 

estimuladas com IFNγ foram soltas e encubadas por 40 minutos com o 

anticorpo FITC Mouse Anti-Human HLA-DR (Clone G46-6) da BD 

Pharmingen™, então foram lavadas 3 vezes com PBS e analisadas com o 

FACS ARIA II (BD Biosciences), foram adquiridos pelo menos 10.000 

eventos por leitura. Os resultados foram analisados com o software FlowJo 

pelo mesmo método de análise descrito na análise de citometria de fluxo 

para caracterização celular. 

Para a análise de expressão gênica por rt-PCR, as células foram 

lisadas e seu RNA total extraído com o kit Rneasy Micro (Qiagen). Os 

genes alvos foram IDO1, CXCL9, CXCL10 e CXCL11. São genes 

envolvidos na resposta imunomoduladora de MSC e são superexpressos 

em MSC potentes após estímulo com IFNγ (CHINNADURAI, et al., 

2018). O RNA normalizado (500ng) foi convertido em cDNA com 
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SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen). A síntese de cDNA 

resulta em uma solução de 20µl que é diluída em 10 vezes para uma 

solução final de 200 µl de cDNA. Nas reações de quantificação de 

expressão, para um volume final de 25 µl por poço, foram utilizados 2 µl 

de cDNA, 1µl de cada primer a 10µM para o gene alvo (Tabela 2), 12,5 µl 

de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 8,5µl de 

H2O DNase Free. A análise foi realizada com o Applied Biosystems 7500 

Real Time PCR System, onde a reação foi amplificada por 40 ciclos de 15 

segundos a 95ºC e 1 minuto a 57ºC. Os CTs (Threshold dos ciclos) foram 

extraídos e a quantificação relativa foi realizada pelo método da curva 

padrão. Os dados foram normalizados pela expressão de GAPDH e depois 

normalizados novamente pela expressão de M10 estimulada com IFNγ. 

Tabela 2 - Sequência de nucleotídeos dos primers para rt-PCR. 

Gene alvo Orientação Sequência 

IDO 1 
Forward 5’-AGATGTCCGTAAGGTCTTGCC-3’ 

Reverse 5’-ACTGCAGTCTCCATCACGAAA-3’ 

CXCL9 
Forward 5’-TTCTGATTGGAGTGCAAGGAAC-3’ 

Reverse 5’-CCTTCACATCTGCTGAATCTGGG-3’ 

CXCL10 
Forward 5’-CCACGTGTTGAGATCATTGCT-3’ 

Reverse 5’-TGCATCGATTTTGCTCCCCT-3’ 

CXCL11 
Forward 5’-GCTACAGTTGTTCAAGGCTTCC-3’ 

Reverse 5’-TAAGCCTTGCTTGCTTCGAT-3’ 

GAPDH 
Forward 5’-GCATCCTGGGCTACACTGA-3’ 

Reverse 5’-CCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 

10. Análise estatística 

Para verificar se os dados de MSC-T5 eram similares ao de células 

transformadas, comparamos dos dados de T5-50 e T5-53 com o controle 

positivo (AT/RT-USP7) e negativo (M10 e M12). As análises de variância 
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foram realizadas com One-way ANOVA e Tukey’s multiple comparation 

como pós-teste. O ensaio de fluorescência que indica a intensidade da 

atividade de SA-β-gal apresentou dados não paramétricos, por esse 

motivo, os dados são apresentados individualmente com mediana e 

interquartil, a análise de variância foi realizada com o teste de Kruskal-

Wallis e pós-teste de Dunn’s. A sobrevida dos animais foi analisada com 

o teste Log-rank (Mantel-Cox). Todas as análises estatísticas foram 

realizadas com o software GraphPad Prism 8. P-values <0.05 foram 

considerados estatisticamente significativos (* = <0.05; ** = P<0.01; ***P 

= <0.001; **** = P<0.0001). 
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IV. Resultados 

 

1. Caracterização de MSC 

Todas as MSC utilizadas neste estudo apresentaram perfil 

imunofenotípico de MSC. Todas as linhagens apresentaram alta expressão 

de CD105, CD90, CD73, CD44 e CD166; e baixa expressão de CD45, 

CD34, CD31 e HLA-DR (Figuras 2 - 5). As porcentagens de células 

positivas para cada um dos marcadores de superfície são apresentadas na 

Tabela 3. 

 

Figura 2 – Quantificação de células T5-50 positivas para os marcadores de superfície 

necessários para caracterização de MSC, segundo ISCT. Pico de células controle sem 

marcação com anticorpo em cinza e pico de células tratadas com anticorpo de interesse 

em vermelho.  Dados concedidos pelo DHCT-HAE. 

CD105   CD73   CD90   CD44

CD166 CD31 CD34 CD45 HLA-DR

MSCs sem marcação MSCs marcadasT5-50
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Figura 3 – Quantificação de T5-53 positivas para os marcadores de superfície 

necessários para caracterização de MSC, segundo ISCT. Pico de células controle sem 

marcação com anticorpo em cinza e pico de células tratadas com anticorpo de interesse 

em vermelho. Dados concedidos pelo DHCT-HAE. 

 

Figura 4 – Quantificação de M10 positivas para os marcadores de superfície 

necessários para caracterização de MSC, segundo ISCT. Pico de células controle sem 

marcação com anticorpo em azul e pico de células tratadas com anticorpo conjugado 

de interesse em vermelho. 

CD105   CD73   CD90   CD44

CD166 CD31 CD34 CD45 HLA-DR

MSCs sem marcação MSCs marcadasT5-53

CD105   CD73   CD90   CD44

CD166 CD31   CD34  CD45 HLA-DR

MSCs sem marcação MSCs marcadasM10
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Figura 5 – Quantificação de M12 positivas para os marcadores de superfície 

necessários para caracterização de MSC, segundo ISCT. Pico de células controle sem 

marcação com anticorpo em azul e pico de células tratadas com anticorpo conjugado 

de interesse em vermelho. 

Tabela 3 – Porcentagem de expressão de marcadores de superfície. 

Marcador M10 (%) M12 (%) T5-50 (%) T5-53 (%) 

CD105 99,0 99,0 65,3 91,2 

CD73 99,9 99,8 91,9 95,9 

CD90 99,9 99,8 95,9 99,6 

CD44 99,6 99,7 99,2 96,5 

CD166 99,7 99,3 93,4 99,5 

CD31 0,8 0,2 4,2 0,4 

CD34 32,8 10,7 0,7 2,4 

CD45 0,3 0,5 4,6 0,1 

HLA-DR 1,4 1,48 5,3 7,4 

 

2. Análise citogenética 

As análises citogenéticas indicam que as linhagens MSC-T5 

possuíam uma população de clones com trissomia 5, não atendendo aos 

CD105   CD73   CD90   CD44

CD166 CD31   CD34  CD45 HLA-DR

MSCs sem marcação MSCs marcadasM12
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critérios mínimos de infusão sugeridos pela ISCT e as linhagens MSC-E 

possuíam cariótipo normal, sem clones com aberrações cromossômicas. 

O cariótipo com banda G revelou que 10% das metáfases de T5-50 

(2/20) e 30% das metáfases de T5-53 (6/20) eram 47,XX,+5. Dentre os 

controles, M12 apresentou 95% (19/20) de suas metáfases 46,XY e M10 

tinha 75% (15/20) de suas metáfases 46,XX e 5 metáfases aberrantes, as 

alterações eram todas monossomias não clonais (Tabela 4) (Figura 6-9). 

Apesar de M10 e M12 apresentarem algumas metáfases com aberrações 

cromossômicas, seus resultados de cariótipo atendem aos critérios 

mínimos para infusão, pois não possuem aberrações cromossômicas 

clonais. Além disso, a perda cromossômica aleatória pode estar presente 

devido a um artefato de técnica que ocorre na etapa de preparação da 

lâmina quando se dá o rompimento da membrana plasmática e 

espalhamento dos cromossomos (STULTZ, et al., 2016). 

 

Figura 6 - Cariótipo com banda G de amostra T5-50, indicando a trissomia 5. Cariótipo 

47,XX,+5. 

T5-50 
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Figura 7 - Cariótipo com banda G de amostra T5-53, indicando a trissomia 5. Cariótipo 

47,XX,+5. 

 

Figura 8 - Cariótipo com banda G de amostra M10: 46,XX. 

 

T5-53 

M10 
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Figura 9 - Cariótipo com banda G de amostra M12: 46,XY. 

O CGH-array confirmou que M10 e M12 são euploides, uma vez que 

CNVs raras, maiores que 500 kb, não foram detectadas em M10 e M12. 

Entretanto, o CGH-array da linhagem T5-53 detectou um pequeno 

aumento no número de cópias do cromossomo 5, indicando a presença da 

aneuploidia em mosaico. Como o cariótipo realizado na passagem 6 

indicou a presença da trissomia 5 em cerca de 30% da população, o 

aumento no número de cópias do cromossomo 5 sugere a permanência 

dessa aneuploidia até a passagem 9, em aproximadamente 10% da 

população de células (Figura 10). Não foi possível realizar o CGH-array 

em T5-50, pois devido ao seu baixo potencial de expansão, não obtivemos 

células suficientes para a extração de DNA. 

 

M12 
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Figura 10 – Resultado do teste de CGH-array para detecção de CNVs maiores que 

500kb. Cada coluna do eixo X representa um cromossomo e os valores plotados 

indicam a quantidade de probes detectadas para aquela região cromossômica em 

relação ao controle (46,XY). Zero indica diploidia, valores maiores que 0 indicam 

ganho e valores menores que 0 indicam perda de material genético.  

Tabela 4- Resultado das análises citogenéticas de MSC. 

M12

M10

1                   2              3             4              5             6           7          8          9        10       11       12      13     14    15 16   17  18  19 20 2122     X Y 

1                    2              3              4             5             6           7          8          9        10       11       12      13     14    15    16   17  18  19 20 2122     X Y 

T5-53

1                    2              3             4              5             6           7          8          9        10       11       12      13     14    15    16   17  18  19 20 2122     X Y 

Amostra 
Análise 

citogenética 
Passagem Resultado 

M10 

Cariótipo 9 

46,XX[15]/44,XX,-8,-17[1]/ 

45,XX,-5[1]/44,XX,-5,-18[1]/ 

45,XX,-22[1]/45,XX,-21[1] 

CGH-array 9 arr(1-22,X)x2 

M12 

Cariótipo 10 46,XY[19]/44,X,-10[1] 

CGH-array 10 arr(1-22,XY)x2 
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3. Crescimento Populacional 

As linhagens MSC-T5 apresentaram menos dobras populacionais em 

relação às MSC-E, demonstrando um potencial de expansão extremamente 

limitado. Durante o período de 35 dias de expansão, T5-50 e T5-53 

apresentaram respectivamente 0,4 e 1,7 dobras populacionais, enquanto 

M10 e M12, no mesmo intervalo de tempo, apresentaram 7,7 e 6,5 dobras 

(Figura 11). O tempo de dobra populacional de M10 e M12 entre as 

passagens 7 e 8 foi de 4 dias, enquanto que T5-50 e T5-53, no mesmo 

intervalo de passagens, apresentaram dobras populacionais a cada 26 e 27 

dias, respectivamente. Ademais, T5-50 sofreu uma redução em sua 

população 27 dias após o início do ensaio, indicando o fim de seu potencial 

proliferativo. As MSC-E (M10 e M12), por sua vez, foram expandidas até 

a passagem 20, apresentando aumento no tempo de dobras populacionais, 

indicando a redução da velocidade de expansão, mas não demonstraram o 

fim de seu potencial proliferativo. Devido ao baixo crescimento 

populacional de T5-50, não foi possível realizar os ensaios subsequentes 

com essa linhagem, como o de proliferação e senescência celular, potência 

imunomoduladora e CGH-array. 

T5-50 Cariótipo 4 46,XX[18]/47,XX,+5[2] 

T5-53 

Cariótipo 6 46,XX[14]/47,XX,+5[6] 

CGH-array 9 arr(X)×2,(5)×3 [0.1] 
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Figura 11 – Dobras populacionais cumulativas das linhagens de MSC expandidas por 

35-38 dias.  

4. Proliferação celular 

A proliferação celular de T5-53 foi significativamente menor que a 

dos controles MSC-E e linhagem tumoral, um comportamento diferente do 

esperado para células com potencial oncogênico. A porcentagem de 

células proliferativas foi de 5,4 ± 1,6 em T5-53; 18,4 ± 1,6 em M10; 21,3 

± 3,4 em M12 e 34,7 ± 0,6 em AT/RT-USP7 (Figura 12). 
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Figura 12- Porcentagem de células que apresentaram núcleos proliferativos marcados 

devido à incorporação de nucleosídeo análogo à timina (EdU). Exposição a EdU por 4 

horas. ns: não significativo; ***: p<0.001 

5. Senescência 

Os ensaios de detecção de SA-β-Gal indicaram que a linhagem mais 

senescente era T5-53. O ensaio colorimétrico de detecção de SA-β-Gal 

revelou que a população de células T5-53 tinha 2,4 vezes mais células 

senescentes que M10 e 3,7 vezes mais que M12 (P<0.0001). A 

porcentagem de células positivas para SA-β-Gal foi de 74 ± 7,8 em T5-53, 

31 ± 5 em M10, 20 ± 2,9 em M12 e 2 ± 0 em AT/RT-USP7 (Figuras 13 e 

14). O ensaio de fluorescência também indicou que a intensidade de SA-

β-Gal por célula foi significativamente maior em T5-53 em relação a MSC-

E e AT/RT-USP7 (p<0.0001) (Figura 15). 

Figura 13 – Foto de linhagens de MSC após ensaio de detecção de SA-β-Gal, marcação 

em azul. Imagens capturadas em microscópio EVOS XL Core Imaging System. 

Aumento 40x. 
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Figura 14 - Porcentagem de células positivas para a atividade de. SA-β-Gal, resultado 

do ensaio colorimétrico. 

 

Figura 15 – Resultado do ensaio de detecção de SA-β-Gal por fluorescência. 

Intensidade mensurada por célula. Cada linhagem teve 200 células analisadas. Barras 

indicam a mediana e interquartil. 

Apesar de não ter sido possível realizar ensaios de detecção de SA-

β-gal em T5-50, as células dessa linhagem apresentaram uma morfologia 

típica de células senescentes com células grandes e achatadas (Figura 16). 
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Figura 16 – Comparação da morfologia celular de M10 (Passagem 8) e M12 (Passagem 

10) com T5-50 (Passagem 7) e T5-53 (Passagem 8). T5-50 e T5-53 possuem células 

com morfologia típica de célula senescente. Imagens capturadas em microscópio EVOS 

XL Core Imaging System com aumento de 100x. 

6. Tumorigênese in vivo 

Não houve desenvolvimento de tumor nos animais que receberam 

MSC-T5. Todos os animais que foram tratados com MSC com ou sem 

trissomia 5 foram observados por 6 meses e não apresentaram tumor. Dois 

dos três animais pertencentes ao grupo controle positivo tumoral (AT/RT-

USP7) desenvolveram tumores que se tornaram visíveis entre 38 e 45 dias 

após a inoculação de células (Figura 17). 

M10 M12

T5-53 T5-50
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Figura 17– Fotografia dos flancos dos animais após eutanásia, região em que as células 

foram inoculadas. Animais 1 e 2 do grupo AT/RT-USP7 tiveram seus tumores 

diretamente fotografados. 

Não houve diferença significativa entre as taxas de sobrevida devido 

ao pequeno número de animais por grupo experimental (n=3). Dois 

animais que receberam MSC tiveram que ser eutanasiados antes do fim do 

experimento, que durou 185 dias; um animal do grupo M12 foi eutanasiado 

168 dias após a inoculação de células devido à perda de peso e um animal 

do grupo T5-53 foi eutanasiado 147 dias após a inoculação de células 

devido à perda do movimento das pernas traseiras (Tabela 5). Em ambos 

os animais foi realizada a análise macroscópica na região da inoculação e 

em toda a cavidade abdominal e tumores não foram encontrados.  
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Tabela 5. Incidência de tumor, sobrevivência e sinais adversos em 

camundongos Nude 185 dias após injeção subcutânea de MSC ou células 

tumorais. Sobrevida após inoculação de células (p= 0.2247). 

Amostra 

inoculada 
Descrição da 

amostra 

Frequência de 

animais que 

desenvolveram  

tumor/total de 

animais  

Sobrevivência 

165 dias após 

inoculação 

Sinais clínicos 

adversos 

T5-50 

MSC humanas 

com alguns 

clones com 

trissomia 5  

0/3 100% Nenhum 

T5-53 

MSC humanas 

com alguns 

clones com 

trissomia 5 

0/3 67% 
1 animal com 

mobilidade 

reduzida 

M10 
MSC humanas 

euploides 
0/3 100% nenhum 

M12 
MSC humanas 

euploides 
0/3 67% 

1 animal com 

perda de peso 

consistente 

USP7 
Células 

tumorais 

humanas ATRT 

2/3 33% 
2 animais 

desenvolveram 

tumor  

 

7. Potência imunomoduladora 

7.1 Detecção de HLA-DR por citometria de fluxo 

Após estimulação de MSC com IFNγ por 48 horas, a linhagem T5-53 

não apresentou aumento na expressão de HLA-DR, enquanto nas 

linhagens MSC-E, o aumento foi detectado. Em M10 a expressão foi de 

1,91% para 20,6% e em M12 foi de 1,94% para 19,8% da população de 

células (Tabela 6). Na figura 18 é possível observar um deslocamento para 

a direita do pico vermelho em M10 e M12, em resposta ao estímulo com 

IFNγ.  
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Figura 18 – Ensaio por citometria de fluxo para verificação de resposta 

imunomoduladora após exposição a IFNγ. Grupo amarelo sem marcação de anticorpo. 

Grupo azul sem estimulação com IFNγ e marcado com anticorpo FITC anti-HLA-DR. 

Grupo vermelho estimulado com IFNγ por 48 horas e marcado com anticorpo FITC 

anti-HLA-DR. 

Tabela 6 – Porcentagem de células HLA-DR+ por citometria de fluxo. 

Grupo “controle” sem estímulo de IFNγ e grupo “IFNγ”, estimulado com 

IFNγ por 48 horas. 

Linhagem Controle IFNγ 

M10 1,91% 20,6% 

M12 1,94% 19,8% 

T5-53 1,75% 1,21% 

 

7.2 Expressão gênica. 

Todas as linhagens de MSC, quando estimuladas com IFNγ, 

apresentaram uma superexpressão dos genes alvos relacionados à 

atividade imunossupressora, em relação aos seus controles sem 

estimulação com IFNγ (p<0,0001) (Figura 20). A análise de expressão 

gênica indica que mesmo com a trissomia 5, T5-53 apresenta uma resposta 

imunomoduladora a nível de mRNA, quando estimulada com IFNγ, assim 

como as linhagens MSC-E. 

A especificidade das reações com os primers desenhados pôde ser 

observada pelo pico único formado durante curva de dissociação da reação 

(Figura 19). 

 

M10 M12 T5-53

Sem anticorpo

Sem IFNγ + anticorpo

Com IFNγ e anticorpo
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Figura 19 – Curvas de dissociação de produtos de amplificação por rt-PCR. Reações 

com cDNA de M10 IFNγ. Todas as reações apresentam pico único, com as seguintes 

temperaturas de melting para cada alvo: GAPDH - 82,87 ºC; IDO - 78,77 ºC; CXCL9 - 

79,54 ºC; CXCL10 - 76,85 ºC; CXCL11 - 78,58 ºC. 

 

CXCL11 

CXCL9 

GAPDH IDO 

CXCL10 
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Figura 20 – Expressão relativa dos genes alvo: IDO, CXCL9, CXCL10 e CXCL11. 

Valores normalizados pela expressão do endógeno GAPDH e pela expressão da 

amostra M10 IFNγ. Grupos controle M10, M12 e T5-53 sem estimulação com IFNγ. 

Grupos M10 IFNγ, M12 IFNγ e T5-53 IFNγ, estimulado com IFNγ 40ng/mL por 48 

horas. Sem diferença significativa entre os grupos controle. Comparação de expressão 

entre grupo controle e grupo estimulado foi significativa para todas as linhagens 

celulares e genes alvo (p-value <0,0001).  
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V. Discussão 

 

Estudos prévios que demonstraram o potencial tumorigênico de  MSC 

não são suficientemente relevantes para auxílio na tomada de decisão da 

equipe médica dos CPCs, pois foram realizados com MSC que já haviam 

sofrido transformação neoplásica durante expansão in vitro (TARTE, et 

al., 2010, WANG, 2005). Na realidade clínica, células que demonstram 

sinais de transformação neoplásica durante expansão, obviamente não são 

candidatas a aplicação no paciente. Sendo assim, o questionamento mais 

relevante para o contexto clínico é se MSC não transformadas, mas com 

baixas concentrações de alterações citogenéticas, incluindo a trissomia 5, 

poderiam dar origem a tumores no paciente. 

Teoricamente, este é um processo cuja ocorrência é pouco provável, 

uma vez que a aneuploidia precisaria ser capaz de iniciar um processo de 

transformação neoplásica após a inoculação. A transformação de uma 

célula normal em célula neoplásica depende de múltiplas etapas, pois a 

progressão tumoral precisa do surgimento de novas mutações com 

potencial de conferir novas características tumorais (GRIZZI & 

CHIRIVA-INTERNATI, 2006). Novas mutações surgem no processo de 

divisão celular, seja por erros de replicação do DNA ou problemas de não-

disjunção mitótica. Entretanto, MSC inoculadas in vivo, possuem baixo 

poder de fixação e geralmente permanecem pouco tempo nos tecidos 

(KEAN, et al., 2013). Estudos que rastrearam a permanência de MSC in 

vivo não foram capazes de detecta-las 30 dias após a inoculação (PAN, et 

al., 2014, TARTE, et al., 2010). A baixa taxa de fixação de MSC nos 

tecidos faz com que sejam pouco propícias a sofrerem divisões celulares, 

pois precisam de ancoragem para sofrer mitose, apenas células 

transformadas conseguem se dividir independente de ancoragem, 
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entretanto, esse não é o caso de MSC candidatas a terapia celular (JINKA, 

et al., 2012). Portanto, a curta permanência e baixa fixação inerentes a 

MSC após inoculação in vivo, dificultam a ocorrência de transformação 

neoplásica. De qualquer maneira, um pequeno número de MSC ainda é 

capaz de se fixar nos tecidos (PITTENGER, et al., 2019) e não há como 

excluir a possibilidade de transformação dessas MSC, principalmente caso 

possuam uma alteração citogenética clonal.  

A trissomia 5, além de recorrente em populações de MSC, se mostrou 

capaz de permanecer por longo período em tais expansões, entretanto, seus 

clones não apresentaram vantagem proliferativa, pois não houve um 

aumento na quantidade dos clones aneuploides. Apesar das técnicas 

citogenéticas utilizadas para quantificação da aneuploidia serem distintas, 

são representativas da população como um todo e sugerem que a população 

de células com a trissomia 5 da amostra T5-53 diminuiu ao longo das 

passagens. Outros estudos relatam o desaparecimento da trissomia 5 ao 

longo das passagens (TARTE, et al., 2010; STULTZ, et al., 2016). 

Portanto, ao contrário do que ocorre com as trissomias do 8 (NIKITINA, 

et al., 2018) e 12 (BEN-DAVID, et al., 2011), que conferem vantagem 

seletiva, os clones com a trissomia 5 tendem a diminuir durante o tempo 

de expansão. Sendo assim, a trissomia 5 não parece estar associada a uma 

vantagem proliferativa em expansões de MSC. 

As linhagens com a trissomia 5 demonstraram baixo potencial 

proliferativo e menor crescimento populacional em relação às MSC 

euploides. Em contrapartida, as expansões de MSC com trissomia 5 do 

estudo de Tarte e colaboradores (2010), apresentaram dobras 

populacionais similares às MSC de cariótipo normal. A possível 

explicação para esse evento é que no estudo em questão, os clones com a 

trissomia 5 desapareceram rapidamente, provavelmente como resultado da 

seleção negativa dos clones aberrantes, o que impediu o comprometimento 
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da expansão como um todo. Entretanto, no presente estudo, as células com 

a trissomia 5 se mantiveram durante a expansão e sua presença pode ter 

impactado no potencial proliferativo das linhagens MSC-T5. 

A resposta de senescência precoce resultou no baixo potencial 

proliferativo das linhagens com a trissomia 5. A senescência celular pode 

ser caracterizada pela alta atividade de SA-β-Gal, perda do potencial 

proliferativo, alterações morfológicas e fenótipo secretivo associado a 

senescência (SASP) (KUMARI & JAT, 2021). A alta atividade de SA-β-

Gal revela que T5-53 ficou senescente precocemente em relação às MSC-

E. Apesar da impossibilidade na realização dos ensaios de SA-β-Gal em 

T5-50, podemos inferir que a linhagem ficou senescente, pois também 

apresentou perda do potencial proliferativo e morfologia típica de célula 

senescente, com células grandes e achatadas. Deste modo, as linhagens 

com trissomia 5 se tornaram senescentes precocemente em comparação às 

linhagens de MSC euploides. A presença de clones com aneuploidia pode 

ter contribuído com esse processo. 

Aneuploidias causam desbalanços gênicos, que resultam em grande 

mudança fisiológica. Células aneuploides usualmente apresentam uma 

resposta padrão, que envolve proliferação celular mais lenta, estresse 

proteotóxico, maior instabilidade genética e aceleração do envelhecimento 

celular (CHUNDURI & STORCHOVÁ, 2019; LEVINE & HOLLAND, 

2018). O estresse associado à aneuploidia pode desencadear uma resposta 

ao dano de DNA, ativando o gene p53 que inicia um processo de 

senescência celular ou apoptose (KUMARI & JAT, 2021; OU & 

SCHUMACHER, 2018). Portanto, células com aneuploidia geralmente 

apresentam um comportamento padrão que envolve menor taxa 

proliferativa e senescência celular. 

Além do estresse padrão associado à aneuploidia, há respostas que 

são cromossomo específicas, ou seja, relacionadas à combinação 
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específica de genes presentes no cromossomo alterado. Há poucos 

registros na literatura sobre a resposta cromossomo específica da trissomia 

5. Imagina-se que seja uma alteração cromossômica muito deletéria, uma 

vez que há apenas 7 registros de indivíduos que são mosaicos para essa 

alteração, e não há relato de individuo nascido vivo com a trissomia 5 

completa (REITTINGER, et al., 2017). Sua baixa ocorrência é indício de 

letalidade. Dentre os casos relatados de indivíduos mosaico, a maior parte 

apresenta múltiplas anomalias congênitas, restrição de crescimento 

intrauterino e atraso no crescimento. Além disso, há registros de que o 

trecho 5q35 é sensível a dosagem; sua duplicação está associada à um 

fenótipo nomeado como Síndrome de Sotos reversa, caracterizada por 

baixa estatura, microcefalia e atraso no crescimento (BERNHARDT, et 

al., 2021). Os sintomas listados acima estão relacionados a um crescimento 

lento, que pode ser explicado pela proliferação lenta de células com mais 

cópias do cromossomo 5. Além dos dados in vivo, células com a trissomia 

e tetrassomia 5 também apresentam crescimento populacional lento in 

vitro (STINGELE, et al., 2012). Portanto, é possível inferir que a trissomia 

5 possivelmente está associada à menor taxa proliferativa celular. 

Devido ao crescimento lento de células com a trissomia 5, era 

esperado que as linhagens MSC-T5 seriam mais senescentes e 

apresentariam um crescimento populacional mais lento que MSC 

euploides. Entretanto, a lentidão no crescimento populacional ocorreu em 

uma intensidade além da esperada. A alteração citogenética estava 

presente em 10-30% das MSC-T5, por esse motivo, era esperado que a 

senescência de T5-53 fosse entre 10-30% maior que nas MSC de cariótipo 

normal, mas T5-53 tinha mais que o dobro de células senescentes em 

relação às MSC-E. Concluímos então que a resposta de senescência não 

veio apenas das células aneuploides, mas também de células de cariótipo 

normal. Hipotetizamos que uma indução parácrina à senescência pode ter 
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ocorrido nessas expansões. Células senescentes possuem um fenótipo 

secretivo que tem o potencial de induzir a senescência das células vizinhas 

saudáveis pela secreção de fatores solúveis tais como TGF-β (ACOSTA, 

et al., 2014) . Nesse sentido, primeiro as células com a trissomia 5 teriam 

se tornado senescentes em resposta à aneuploidia e depois foram capazes 

de estimular as células vizinhas, resultando na senescência precoce de toda 

a população.  

A senescência celular impede a transformação neoplásica porque 

inibe a imortalização celular, uma habilidade importante para o processo 

de transformação, uma vez que resulta no potencial proliferativo infinito 

que garante a possibilidade de aquisição de novas mutações. Por esse 

motivo, células com potencial neoplásico precisam se manter 

proliferativas evitando a senescência celular. Sendo assim, as linhagens 

com a trissomia 5 apresentaram um fenótipo oposto ao de uma célula 

transformada, com crescimento populacional lento, senescência e 

diminuição no número de células com a alteração cromossômica, 

sugerindo que a trissomia 5 não é capaz de iniciar um processo de 

transformação celular durante expansão in vitro. 

Apesar das aberrações cromossômicas estarem presentes em 90% dos 

tumores sólidos, a ocorrência da trissomia 5 é baixa em tumores, inclusive 

sarcomas (BEN-DAVID, et al., 2011), o tipo de tumor gerado por células 

de origem mesenquimal (PAN, et al., 2014; WANG, et al., 2005). A 

trissomia 5 em células tumorais geralmente está associada a outras 

aberrações cromossômicas (MITELMAN et al, 2021). Nesse sentido, a 

trissomia 5 não parece ser uma alteração citogenética que contribua com o 

início e progressão tumoral ou com potencial de desencadear sozinha um 

processo de transformação neoplásica. A rara presença da trissomia 5 em 

alguns tipos de tumores parece ser resultado da instabilidade genética 

inerente à neoplasia. 
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MSC humanas derivadas na medula óssea com a trissomia 5 não 

demonstraram potencial tumorigênico quando comparadas com seus 

controles euploides. O processo de progressão tumoral pode ser demorado 

por envolver múltiplas etapas, por esse motivo, o estudo in vivo teve 

duração de 6 meses. A maior parte dos estudos que avaliam o potencial 

tumorigênico de MSC, duram em média de 1 a 2 meses (PAN, et al., 2014; 

TARTE, et al., 2010; WANG, et al., 2005). Mesmo com o longo período 

de observação, os camundongos Balb/c NUDE que receberam MSC com 

e sem trissomia 5, não desenvolveram tumor. Do mesmo modo, não há na 

literatura registros de MSC humanas não transformadas que causaram 

tumor em animais ou humanos, inclusive MSC com alterações 

citogenéticas. MSC com a trissomia 5 (TARTE, et al., 2010) e do 7 

(MIZUNO, et al., 2021) já foram inoculadas em humanos, que foram 

acompanhados por 2 e 5 anos, respectivamente, sem sinais de formação de 

tumor. Até o momento só existem relatos de MSC já transformadas 

capazes de dar origem a tumores, portanto, não há evidência de que MSC 

não transformadas podem dar origem a tumores após inoculação in vivo. 

Além da trissomia 5 aparentemente não ser capaz de iniciar um 

processo de transformação celular, para o contexto da terapia celular ainda 

é necessário saber se a alteração citogenética resulta no fim de seu 

potencial terapêutico. A linhagem T5-53 estava senescente quando o 

ensaio de potência foi realizado, entretanto a condição não inviabilizou a 

avaliação do impacto da trissomia sobre seu potencial imunomodulador, 

afinal MSC senescentes, quando estimuladas com INFγ, reestabelecem sua 

propriedade imunomoduladora, demonstrando superexpressão de IDO e 

diminuindo a proliferação de linfócitos em co-cultivo.(CHINNADURAI, 

et al., 2017). T5-53 quando estimulada com IFNγ apresentou um perfil 

transcricional imunomodulador (CHINNADURAI, et al., 2018), similar às 

MSC de cariótipo normal estimuladas com INFγ, com superexpressão de 
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IDO, CXCL9, CXCL10 e CXCL11. Tal resultado indica que a presença da 

trissomia 5 pode não impactar em seu potencial terapêutico.  

Um resultado contraditório à análise de expressão gênica, foi a análise 

de células HLA-DR+ em resposta ao estímulo com IFNγ, uma vez que T5-

53 IFNγ não aumentou a porcentagem de células positivas para o 

marcador. Chinnadurai e colaboradores (2017) presenciaram o mesmo 

evento, detectaram que MSC senescentes não superexpressam HLA-DR 

quando estimuladas com IFNγ. Entretanto, a superexpressão de HLA-DR 

é dispensável para o processo de imunomodulação, uma vez que MSC são 

capazes de inibir a proliferação de linfócitos, mesmo com o silenciamento 

de HLA-DR (CHINNADURAI, et al., 2017). Sendo assim, HLA-DR não 

participa diretamente do processo de imunomodulação de MSC, portanto 

não é um bom marcador para a determinação de sua propriedade 

imunomoduladora. 

A enzima diretamente relacionada a este processo é a Indoleamine-

2,3-dioxygenase (IDO) que degrada triptofano, produzindo quinurenina 

que inibe a atividade de linfócitos T. O silenciamento de IDO diminui a 

atividade imunomoduladora de MSC (CHINNADURAI, et al., 2017). 

Portanto, a superexpressão de IDO é um indicador mais representativo de 

atividade imunomoduladora. O motivo de T5-53 não demonstrar aumento 

de células HLA-DR+ foi a sua senescência e não a perda de seu potencial 

imunomodulador que pôde ser demonstrado pela superexpressão de IDO 

similar à de MSC de cariótipo normal. 

Vale ressaltar que devido aos diversos mecanismos de ação 

explorados em terapia celular, este resultado não é capaz de certificar que 

todas as propriedades terapêuticas de MSC são mantidas na presença da 

trissomia 5. Neste caso, cabe ao centro de processamento celular realizar 

o teste adequado para testar a potência desejada para a terapia em questão, 

assim como estabelecido pela Anvisa (BRASIL, 2018) e ISCT 
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(GALIPEAU et al., 2016). Os experimentos deste estudo elucidam que 

mesmo com clones com trissomia 5, MSC podem manter seu potencial 

terapêutico, um fator que antes não era considerado. 

Os achados desse estudo não devem ser extrapolados para outras 

alterações cromossômicas. Cada ganho, perda ou translocação 

cromossômica pode ter diferentes consequências. Novos estudos são 

necessários para a melhor compreensão das consequências de outras 

alterações citogenéticas em um contexto clínico. Evidentemente, a 

preferência para infusão no paciente deve ser dada a MSC de cariótipo 

normal, mas em uma situação em que a alteração citogenética surgiu 

espontaneamente, é importante saber sobre as consequências dessa 

anormalidade em terapia celular.  

Além da análise citogenética, outros parâmetros podem ser 

considerados para avaliação do potencial oncogênico de produtos de MSC. 

A possibilidade de transformação celular apenas é considerada no caso da 

detecção de alterações citogenéticas, mas esse processo pode ser 

desencadeado por alterações epigenéticas, gênicas e CNVs que não 

poderiam ser detectadas em um cariótipo convencional, o teste genético 

usualmente utilizado na liberação de MSC para infusão em paciente. MSC 

de estudos anteriores que sofreram transformação espontânea apresentam 

além das alterações cromossômicas, mudanças morfológicas, mudança na 

expressão de marcadores de superfície, maior taxa proliferativa e menor 

adesão ao plástico (WANG, et al., 2005; PAN, et al., 2014). Os parâmetros 

listados acima caracterizam, de fato, MSC após transformação neoplásica. 

Sendo assim, tais parâmetros poderiam ser avaliados em conjunto com a 

informação citogenética de MSC, para uma tomada de decisão sobre sua 

liberação excepcional.  
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Os achados desse estudo revelam que a presença de clones com a 

trissomia 5 em expansões de MSC parece não estar associado ao aumento 

do potencial tumorigênico, nem perda da propriedade imunomoduladora, 

portanto, podem ser mais seguras e eficientes do que previamente 

imaginado. Tal conhecimento pode dar suporte para a tomada de decisão 

da equipe médica a respeito da liberação excepcional de produtos 

autólogos de MSC para terapia celular sob cenários críticos quando uma 

nova coleta ou processamento de MSC não for possível. 
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VI. Conclusões 

 

• MSC com a trissomia 5 não apresentaram potencial tumorigênico in 

vivo, pois não foram capazes de gerar tumor em camundongos Balb c/ 

NUDE. 

• O crescimento populacional de MSC-T5 foi inferior ao de MSC-E. 

Uma das linhagens apresentou perda total do potencial de expansão, 

indicando que a trissomia não resultou em imortalização celular. 

• A taxa proliferativa de MSC com a trissomia 5 foi significativamente 

menor que a de MSC de cariótipo normal, indicando que a trissomia 

não confere vantagem proliferativa. 

• MSC com a trissomia 5 apresentaram uma senescência precoce em 

relação às MSC-E, o que justifica a baixa taxa proliferativa e pequeno 

crescimento populacional. Todas essas características demonstram que 

a trissomia 5 não causou transformação neoplásica durante expansão, 

portando não foi detectado potencial oncogênico in vitro. 

• A presença de clones com a trissomia 5 não afetou a propriedade 

imunomoduladora de MSC-T5, pois assim como as MSC de cariótipo 

normal, T5-53 demonstrou um perfil transcricional imunomodulador 

em resposta a estimulação com citocina inflamatória. 
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VII. Resumo 

 

Células estromais mesenquimais (MSC) podem ser isoladas e expandidas 

para uso em terapia celular. Durante o processo de expansão, podem surgir 

alguns clones aneuploides em suas populações, que geralmente são 

descartadas devido ao receio da aneuploidia poder contribuir com a 

formação de tumores nos pacientes. Entretanto, estudos que demonstram 

o potencial tumorigênico de MSC, utilizam células que já sofreram 

transformação neoplásica durante expansão in vitro. Na realidade clínica, 

células que demonstram sinais de transformação não são candidatas a 

infusão no paciente. Sendo assim, é mais relevante para o contexto clínico 

saber se MSC não transformadas, mas com clones com aneuploidias, 

incluindo a trissomia 5, poderiam dar origem a tumores nos pacientes e se 

são capazes de manter sua propriedade terapêutica. Para tanto, o potencial 

tumorigênico e imunomodulador de MSC com clones da trissomia 5 

(MSC-T5) que surgiram espontaneamente durante expansão para uso 

clínico foi avaliado. Células tumorais, MSC-T5 e MSC euploides tiveram 

seu crescimento populacional, proliferação e senescência celular avaliados 

comparativamente. A potência imunomoduladora foi avaliada por 

expressão gênica em reposta a estimulação com IFNγ e o potencial 

tumorigênico in vivo foi investigado por injeção subcutânea das células em 

camundongos Balb c/ NUDE. MSC-T5 não demonstrou potencial 

oncogênico in vitro, pois apresentaram baixo potencial proliferativo e 

senescência precoce em relação aos controles, resultando em baixo 

potencial de expansão. Sua resposta transcricional ao IFNγ é compatível 

com MSC com potência imunomoduladora e não demonstraram potencial 

tumorigênico in vivo. Portanto, MSC-T5 são mais seguras e potentes do 

que previamente imaginado para uso clínico. 
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VIII. Abstract 

 

Mesenchymal stromal cells (MSC) can be harvested and expanded for cell 

therapy applications. During the expansion process, some aneuploid clones 

can emerge in MSC populations. These samples are usually discarded due 

to the risk of tumor development in patients. However, studies that show 

the tumorigenic potential of MSC use already transformed MSC with 

chromosomal alterations. In a clinic context, cells with signals of 

transformation are not allowed to be released into patient. Therefore, the 

most relevant question in a clinic context is whether non-transformed MSC 

with clones with cytogenetic alterations, including trisomy 5, would be 

able to give rise to tumors in the patient and whether they can keep its 

therapeutics properties. In this context, the tumorigenic and 

immunomodulatory potential of MSC with trisomy 5 (MSC-T5) that have 

emerged spontaneously during expansion for clinic use were evaluated. 

Tumor cells, MSC-T5 and euploid MSC were comparatively evaluated 

according to its population growth, cell proliferation and cell senescence. 

The immunomodulatory potential was evaluated by gene expression in 

response to IFNγ stimulation and the in vivo tumorigenic potential were 

accessed by cell subcutaneous injection into Balb c/ NUDE mice. MSC-

T5 did not show an oncogenic potential in vitro, as it showed a low 

proliferative potential and early senescence in comparison to euploid MSC 

and tumor controls, resulting in a low expansion potential. MSC with 

clones with trisomy 5 showed a transcriptional response to IFNγ, which is 

compatible with MSC with immunomodulatory potency. In addition, they 

did not show any in vivo tumorigenic potential. Therefore, MSC with 

trisomy 5 are safer and more potent for clinical application than previously 

thought. 
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