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I.  Introducéo

1. Células Estromais Mesenquimais em terapia celular.

Células Estromais Mesenquimais (MSC, do inglés Mesenchymal
Stromal Cells) sdo células adultas multipotentes com capacidade de
diferenciacdo em células especializadas de linhagem mesodérmica, como
osteoblastos, condrécitos e adipocitos (CAPLAN, 1991). Podem ser
isoladas de diversos tecidos vascularizados, tais como: medula 0ssea,
tecido adiposo e corddo umbilical (UDER, et al., 2018). Desempenham
intensa atividade paracrina, pela liberagdo 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 autdloga e alogénica, pois
possuem baixa expressdo de Antigeno Leucocitario Humano (HLA-I),
apresentando assim baixa imunogenicidade (WANG, et al., 2019). Essas
caracteristicas 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 diferenciagdo in vitro.
Tempos depois, o titulo de célula-tronco comecou a ser questionado, afinal
foi constatado que seu potencial de autorrenovacéo, inerente as células-
tronco, ndo estava presente em todas as células da populacdo de MSC
(HORWITZ, et al., 2005). Ademais, sua principal funcionalidade in vivo,
ndo é a multipoténcia, mas sim sua atividade paracrina (CAPLAN, 2017).
MSC de fato atuam na regeneracdo de tecidos, possuem propriedades
terapéuticas, mas o termo ‘“célula-tronco” estava criando falsas
expectativas e algumas confus6es sobre seu mecanismo de acéo. Por esse
motivo, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT), em 2005,

sugeriu a permanéncia do acronimo MSC, mas a troca do nome em inglés



“Mesenchymal Stem Cell ” por “Mesenchymal Stromal Cel ”, um nome que
remete a sua origem e localizagdo (HORWITZ, et al., 2005). Arnold
Caplan (2017), também sugeriu a alteracdo do nome para Células
sinalizadoras medicinais (do inglés, Medicinal Signaling Cell), mantendo
0 acronimo MSC. O novo nome proposto por Caplan leva em consideragédo
as novas descobertas a respeito dos mecanismos de a¢do de MSC in vivo,
gue envolve uma atividade secretora em locais lesionados.

Atualmente, estudos clinicos com MSC exploram seu potencial
imunomodulador, estimulador de angiogénese e reparador de tecidos.
Dentre as doencas estudadas estdo Doenca do enxerto vs. Hospedeiro
(SANCHEZ-GUIJO, et al., 2014); infarto do miocardio (LEE, et al.,
2014); insuficiéncia hepatica (SHI, et al., 2012) , isquemias de membros
inferiores (BURA, et al., 2014), regeneracdo de lesOes 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 acdo, que sdo diversos. Além do potencial de
diferenciacdo, possuem habilidade de “Homing”, ou seja, S840 capazes de
migrar para tecidos lecionados em resposta a moléculas de sinalizacdo. Sua
atividade paracrina libera fatores de crescimento, que estimulam a
proliferacdo das células progenitoras presentes no tecido lesionado e
VEGF, que promove angiogénese. Em resposta a sinais inflamatorios,
MSC liberam citocinas como prostaglandina E2, interleucinalO (IL-10),
fator de crescimento tranformador-p (TGF- ), antigeno leucocitario
humano G (HLA-G) e indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que inibem
proliferacdo de células T efetoras, inibem células natural killer (NK) e
aumentam a propor¢do de Células T regulatorias. A acdo desses fatores
tém o potencial de diminuir a resposta inflamatoria e auxiliar na reparagédo
de tecidos lesionados (SQUILLARO, et al., 2016; WANG, et al., 2014).



Apesar de muitos estudos ja terem comprovado o potencial
terapéutico de MSC, alguns resultados ainda sdo controversos,
principalmente devido a heterogeneidade de MSC e a variedade de
abordagens utilizadas nos estudos (LUKOMSKA, et al., 2019). Mas
avancos em terapia celular com MSC tém sido alcancados. Atualmente ja
existem medicamentos a base de MSC aprovados para terapia celular e
sendo comercializados, além de muitos outros em fase I11 de estudo clinico
(ROBB, et al., 2019).

Com o objetivo de minimizar as divergéncias entre os resultados dos
estudos com MSC de diferentes grupos de pesquisa, a ISCT em 2006,
estabeleceu critérios minimos para a caracterizacdo de MSC. Sé&o eles:
adesdo ao plastico em condicgdes de cultivo; capacidade de diferenciacdo
em osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos sob condigdes de diferenciacdo
in vitro; expressao positiva dos marcadores de superficie CD105, CD90 e
CD73 e negativa para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e
HLA-DR (DOMINICI, et al., 2006). Desde entdo, a ISCT publica
regularmente orientacbes de boas praticas e padroniza¢do que visam 0

controle de qualidade no estudo e uso clinico de MSC.

2. Expansao celular

E possivel isolar MSC de diversos tecidos vascularizados, entretanto,
elas constituem uma proporgdo muito baixa da massa dos seus tecidos de
origem, apenas 0,01% da medula 6ssea, por exemplo (PITTENGER, et al.,
1999). Protocolos de terapia celular utilizam, em média, entre 1 a 2.10°
células por quilo do paciente, considerando um paciente de 60 kg, seriam
necessarias 1,2.10° MSC (GALIPEAU & SENSEBE, 2018). Nio &
possivel isolar diretamente essa quantidade de MSC de um paciente.

Portanto, a solucéo para esse problema é a expanséo celular in vitro.
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Entretanto, a expanséo in vitro pode estar associada ao surgimento de
alguns problemas, afinal se trata de um ambiente artificial com condigdes
diferentes das encontradas no microambiente in vivo. Além do risco de
contaminaces devido a manipulacéo, a expansao celular pode resultar em

anormalidades genéticas e/ou funcionais nas células expandidas.

3. Condicdes in vitro

As condicdes in vitro se diferem das condic¢des in vivo em muitos
aspectos. Dentre eles, a alta concentracdo de gas oxigénio, auséncia de
contato celula-célula com outros tipos celulares, auséncia de fatores
paracrinos inerentes ao seu microambiente, auséncia de matriz extracelular
e maior taxa replicativa (HAQUE, etal., 2013; PITTENGER, etal., 2019).

A concentracdo de O, no microambiente em que MSC residem in vivo
varia entre 2 a 9%, mas quando cultivadas ficam expostas a uma
concentracéo de 20 % de O, (HAQUE, et al., 2013). A abundancia de O;
contribui com o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
ultrapassando a capacidade de defesa antioxidante celular, causando um
estresse oxidativo celular (BUSUTTIL, et al., 2003). O estresse oxidativo
contribui com o acimulo de danos ao DNA (KUIJK, et al., 2020), pois
ROS causam alteracdes estruturais e fisiologicas em moléculas e por isso
sdo capazes de causar defeitos nos sistemas de sintese e reparo de DNA
(NASTASI, et al., 2020).

MSC cultivadas sob concentracéo fisioldgica de O, (3%) apresentam
mais dobras populacionais e menos alteraces cromossdémicas que MSC
cultivadas sob conducdes atmosfericas (20%). Quando MSC séo
cultivadas com 3% de O, mas tratadas com H,O,, um indutor de ROS,
apresentam significativamente menos dobras populacionais e maior taxa
de aneuploidias. O impacto similar que a alta concentracdo de O, (20%) e

o tratamento com H,0, causam na proliferacdo e estabilidade genética de
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MSC, demonstram a correlacdo entre a alta concentracdo de O, e o
acumulo 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 séo
as maultiplas divisdes celulares que MSC sofrem quando expandidas. A
intensa atividade replicativa contribui com o encurtamento de telémeros,
pois MSC ndo possuem atividade suficiente de telomerase. O
encurtamento dos telémeros esta associado a um maior estresse oxidativo
e a desregulacdo de genes responsaveis pelo controle da estabilidade
cromossémica, o que resulta no aumento de aneuploidias ao longo das
passagens celulares (ESTRADA, et al., 2013). O encurtamento de
telomeros também pode ser responsavel pela ocorréncia de translocacoes
cromossomicas (BAIRD & HENDRICKSON, 2018)

Em sintese, a expanséo celular acelera o envelhecimento celular, pois
resulta em encurtamento de telébmeros devido a alta taxa replicativa
(BONAB, et al., 2006); aumento de ROS devido a alta concentracéo de O,
e disfungdes mitocondriais; aumento do numero de mutagcbes devido a
problemas nos mecanismos de reparo de DNA e reducdo da eficiéncia da
polimerase (NERI, 2019).

Uma caracteristica inerente a expansao celular é a auséncia de células
do sistema imunoldgico. Células senescentes com oncogenes ativos e
celulas com instabilidade cromossomica séo eliminadas pelo sistema inato
e adaptativo porque liberam fatores inflamatorios como IFNy, que
desencadeia uma resposta inflamatéria (NASTASI, et al., 2020). Sendo
assim, o sistema imunologico ajuda a impedir a permanéncia de células
com mutacOes potencialmente oncogénicas in vivo, processo que néo
ocorre in vitro, devido a auséncia de interacdo com células do sistema

imunologico.
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As condicbes acima listadas contribuem simultaneamente com o
aumento da probabilidade do surgimento e acumulo de mutacdes em
células expandidas in vitro. Alteracdes genéticas podem causar mudancas
na fisiologia celular, que podem ter impacto nas propriedades terapéuticas
de MSC, e na pior das hipdteses, resultar em uma transformacao celular
maligna (CHUNDURI & STORCHOVA 2019). Por esse motivo, é
recomendado que produtos de MSC sejam utilizados em terapia celular na
menor passagem possivel, pois assim as chances aumento da instabilidade
genética e alteracdes funcionais séo minimizadas (BINATO, et al., 2013).
Para tanto, é necessario o estabelecimento de um controle de qualidade que
inclua analises genéticas que assegurem a estabilidade genetica de MSC

antes da aplicacdo em paciente.

4. Controle de qualidade de MSC

Agéncias reguladoras caracterizam MSC como um Produto de
Terapia Avancada a base de células. Devido a sua necessidade de expansédo
celular antes da aplicacdo clinica, sdo consideradas um produto de
manipulacdo extensa. Todo tipo de cultivo celular é considerado
manipulacao extensa, e que requer a realizacao de testes de qualidade antes
da liberacdo para uso clinico (BRASIL, 2018). Esses testes sdo
importantes, uma vez que as técnicas de cultivo celular para expansdo ex
vivo podem trazer complicagbes, como a contaminagdo por
microorganismos perigosos a saude humana, bem como suscetibilidade ao
surgimento de anormalidades genéticas e/ou funcionais nas células
expandidas.

No mundo ha algumas agéncias que regulamentam o uso de
produtos de terapias avancadas, no Brasil, a ANVISA faz a
regulamentacdo por meio da RDC 214, de 7 de fevereiro de 2018, que da

orientacdes aos Centros de Processamento Celular. O Canada e EUA séo
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regulamentados pela Secdo n°351 do Ato de Servico de Salude Publica dos
EUA e precisam da aprovacdo da Food and Drugs Administration (FDA),
para comercializacdo; e a Unido Européia é regulamentada pela diretiva
UE n°1.394/2007 e o Comité para Terapias Avancadas (CAT — Committee
for Advanced Therapies) que realiza as autorizagdes para comercializagéo.
Séo varias as regulamentacdes, mas de maneira geral, todas as agéncias
afirmam que os produtos de terapias avangadas devem ter qualidade,
seguranca e eficacia garantidas (CARIAS, et al., 2018).

No Brasil, a RDC-Anvisa 214/2018 estabelece que MSC so podem
ser liberadas para uso terapéutico em pesquisa clinica apés realizacéo e

atendimento aos critérios minimos dos seguintes testes:

a) contagem do total de células relevantes;

b) teste de identidade ou fenotipagem apropriado para o produto e
quantificacdo das populacdes celulares presentes;

¢) viabilidade celular;

d) teste de pureza: inclui, quando couber, a verificagdo de substancias
ou células que possam ser prejudiciais ao Receptor e, no caso de
Manipulagdo Extensa, obrigatoriamente a verificacdo da presenca de
endotoxinas;

e) testes microbiol6gicos: deve-se seguir o disposto no art. 49 desta
Resolucgdo e, quando aplicavel, realizar a repeticdo dos respectivos testes no
Produto Final, e, em caso de Manipulagdo Extensa, incluir também o teste
para detecgdo de contaminacdo por micoplasma;

f) deteccdo de 4cido nucleico dos virus CMV, HIV-1 e HIV-2, HTLV-
I e HTLV-II, EBV, HBV, HCV e B19, e, caso aplicavel, de outros agentes
virais de relevancia clinica em humanos, somente em caso de Manipulagéo
Extensa para uso alogénico;

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

h) teste de poténcia, quando couber: a atividade bioldgica relevante das
células, caso conhecida, ou dos produtos sintetizados pela célula devera ser
definida e quantificada. (BRASIL, 2018, p.21)

(1P

A qualidade do produto ¢ assegurada nas alineas “a”, “b” e “c”, pois
verificam se o tipo celular é o de interesse, assim como sua viabilidade e

quantidade de células. A seguranca ¢é garantida nas alineas “d”, “¢” ¢ “f”
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pela checagem da presenca de substancias e células que podem ser
prejudiciais ao receptor, assim como testes microbiologicos e deteccdo de
alguns virus. E a poténcia ¢é assegurada na alinea “h”, pela realizacdo de
testes que detectem e quantifiquem a atividade bioldgica envolvida no
mecanismo de acdo da terapia em questdo, quando conhecido. A analise
citogenética, citada na alinea “g”, est4 relacionada a seguranga e eficacia
do produto, uma vez que anormalidades cromossémicas alteram a
fisiologia celular, o que pode conferir a célula um potencial oncogénico ou
resultar no fim de seu potencial terapéutico (CHUNDURI &
STORCHOVA, 2019).

Além das validacdes que garantem a seguranca de MSC, validar a
permanéncia de sua eficacia terapéutica também é de extrema importancia.
A presenca de moléculas relacionadas ao mecanismo de acdo esperado
para o tratamento em questdo pode ser testada antes da infusdo. Um
exemplo € a checagem da manutencdo das propriedades
imunomodulatorias de MSC apo6s expansdo. A ISCT sugere o tratamento
de MSC com citocinas ou co-cultivo com leucdcitos, seguida de anélise de
marcadores de superficie, transcritos e/ou secretoma, a fim de avaliar
mudancas relacionadas a sua resposta imunomoduladora (GALIPEAU et
al., 2016; KRAMPERA et al., 2013).

Apesar da obrigatoriedade de realizacdo de diversos testes como
controle de qualidade, a RDC-Anvisa 214/2018 néo estabelece quais séo
os limites seguros, deixando a critério dos Centros de Processamento
Celular (CPC), o estabelecimento do tipo de ensaio e valores aceitaveis. O
estabelecimento de limites seguros requer estudo cauteloso da literatura,
pela busca de resultados de estudos clinicos e pré-clinicos.

Ha ainda a possibilidade de liberacdo excepcional do produto, que
consiste na liberacdo de produtos que ndo atendam a todos os critérios de

qualidade e seguranca definidos pelo CPC em situacdes emergenciais. O
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que exige uma avaliacdo minuciosa e critica de toda a equipe envolvida
em relacdo ao risco-beneficio do uso do produto. Por isso, estudos que
avaliam a seguranca, poténcia e qualidade de Produtos de Terapia Celular
sdo de extrema importancia, pois contribuem com o embasamento

cientifico da equipe médica e do CPC para tomadas de decisdo conscientes.

5. AlteracGes genéticas in vitro.

MSC expandidas in vitro podem apresentar alteracdes genéticas por
alguns motivos. Podem ser clones de alteracGes genéticas pré-existentes
em mosaico de baixo grau no paciente; podem surgir durante expanséo,
devido & uma predisposicdo do paciente (BORGONOVO, et al., 2015;
TARTE, et al., 2010); ou devido as condic¢des de cultivo (KUIJK et al.,
2020).

Quando isoladas, culturas primarias de MSC sdo geneticamente
heterogéneas. Durante a expansdo ex vivo, clones com mutacdes que
conferem capacidade de adaptacdo as condi¢bes in vitro e com maior
potencial proliferativo ficam mais frequentes, resultando em uma selecéo
clonal ao longo das passagens (MCLEOD & MAUCK, 2017). Portanto,
clones com alteracBGes genéticas pre-existentes in vivo ou que surgiram
durante a expansdo, podem se tornar mais frequentes na populacdo de
células. As mutacGes podem afetar propriedades fisiologicas e medicinais
das MSC ou causar transformacdo neoplasica. As mutacGes podem ser
classificadas como:

5.1 Mutac0es génicas

Mutacgdes génicas sdo modificaces na sequéncia de nucleotideos do
DNA. Dentre elas estdo os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs),
onde um par de base nitrogenada é substituido por outro; e os Indels, onde
um ou mais nucleotideos sdo inseridos, deletados ou duplicados da
sequéncia de DNA (NUSSBAUM, et al., 2008, p.392-394). A maior parte
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dessas mutacdes ocorre em regides ndo codificantes do DNA e ndo
resultam em uma alteracdo funcional para a célula, mas durante expansao
celular o nmero de mutac@es génicas aumenta consideravelmente (CAl,
etal., 2014; KIM, et al., 2017).

KIM e colaboradores (2017) sequenciaram MSC durante expansio
e detectaram um grande aumento no nimero de SNPs e Indels entre as
passagens 1 e 9. Na passagem 1 foram detectadas 64 SNPs que evoluiram
para 1232 SNPs na passagem 9. Em outra linhagem do mesmo estudo, a
variacdo foi de 41 a 2035 SNPs, no mesmo intervalo de passagens. No
estudo em questdo, os atores sugerem que o acumulo de SNPs ao longo
das passagens se deve ao estresse replicativo associado a atividade
proliferativa.

CAl e colaboradores (2014) também realizaram o sequenciamento
genético de MSC expandidas nas passagens 1, 8 e 13. O numero de SNPs
também aumentou ao longo do tempo de cultivo celular de 219 em P1 para
856 em P13. Ao investigar a linhagem primaria de MSC, na passagem O,
verificaram que as SNPs de regides codificantes ja estavam presentes logo
apos isolamento, mas em concentra¢es muito baixas, a maior parte menor
que 0,1% da populacdo. Indicando que as mutacdes ja estavam presentes
no paciente, mas o ambiente in vitro, contribuiu com a selecdo de seus
clones.

MutacOes génicas podem atrapalhar a manutengéo da qualidade e
seguranca de MSC, afinal mutacGes desse tipo em genes supressores
tumorais ou proto-oncogenes podem contribuir com um processo de
transformacéo celular maligna. Essas mutagdes podem ainda contribuir
com o aumento da instabilidade genética caso atinjam genes envolvidos na
sintese de DNA, sistemas de reparo de DNA ou relacionados com a
separacdo de cromatides na mitose (STORCHOVA, 2012).
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5.2. Mutacg6es genémicas e cromossémicas

Mutacdes gendmicas sdo alteracbes que afetam o numero de
cromossomos na célula, como € o caso das aneuploidias que consistem no
ganho ou perda de um ou mais cromossomos. Mutagfes cromossdmicas
alteram a estrutura dos cromossomos por duplicacdo ou delecdo de parte
do cromossomo ou translocacdes e inversdes (NUSSBAUM, et al., 2008,
p.392). As duplicacOes e delecbes de parte dos cromossomos podem ser
chamadas de Copy number variation (CNV), pois por definicdo CNV € a
variagdo no numero de copias de um segmento de 1 quilobase ou mais
(FEUK, et al., 2006). Neste trabalho, vamos adotar os termos alteracdo
cromossomica e alteracéo citogenética para qualquer mutacdo gendmica e
cromossomica.

E importante ressaltar que a maior parte das expansdes de MSC séo
geneticamente estaveis e ndo apresentam aberra¢des cromossomicas. Ben-
David e colaboradores (2011) realizaram um estudo em que calcularam a
taxa de aberracdes cromossomicas de 144 linhagens de MSC de diferentes
origens, tais como tecido adiposo, corddo umbilical, entre outros. Para
tanto, analisaram dados publicados de expressdo génica e concluiram que
MSC possuem 4% de chances de apresentar uma alteragdo cromossomica.

Apesar desta média, a porcentagem de linhagens que apresentam
alteragdes cromossdmicas varia muito entre os estudos, desde expansoes
em que nenhuma linhagem apresenta alteracdo, quando analisada em
passagem 3 (ZHANG, et al., 2007), até publicacdes em que 25% das
expansdes apresentam alteragcdes cromossdmicas na passagem 1 (TARTE,
et al., 2010). H& situacbes em que alteracbes cromossomicas S&o
detectadas apenas em passagens mais tardias, como passagem 6 (BINATO,
et al., 2013), mas também podem estar presentas nas passagens 1 e 2
(CAPELLLI, et al., 2014; TARTE, et al., 2010).
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Conforme discutido anteriormente, as condi¢des de cultivo podem
interferir na probabilidade de aquisicdo de alteracbes cromossGmicas.
MSC expandidas sob uma atmosfera de 3% de O2 apresentam menos
aberracGes cromossdmicas que as cultivadas em atmosfera com 21% de
02 (ESTRADA, et al., 2012). Mas outros fatores podem influenciar, como
0 tempo de expansdo (BINATO, et al., 2013; ESTRADA, et al., 2013) e
as caracteristicas do préprio doador (BORGONOVO, et al., 2015;
TARTE, et al., 2010) .

Ha pacientes que apresentam maiores taxas de aberracbes em suas
expansdes. Como ocorreu no estudo de Tarte e colaboradores (2010), que
expandiu células de 13 pacientes e detectou a trissomia 5 em 3 expansdes
do mesmo paciente. Essas aneuploidias poderiam ja estar presentes in vivo
no paciente ou podem ter surgido in vitro, indicando que o paciente pode
ter uma predisposicdo maior a erros mitoticos, aumentando assim a
ocorréncia de alteragfes cromossdmicas em suas células. O estudo de
Borgonovo e colaboradores (2015) apresenta outro caso de paciente que
apresentou altas taxas de alteracOes citogenéticas numeéricas e estruturais
em todas as suas expansdes, quando analisadas na passagem 2. Ambos 0s
casos indicam que o surgimento de alteracbes cromossdmicas pode ser
dependente do doador.

A taxa de alteracbes citogenéticas tende a aumentar ao longo do
tempo de expanséo celular (BINATO, et al., 2013), mas esse aumento ndo
ocorre de forma linear e crescente. O nimero de células com aberracdes
cromossomicas sofre oscilagdes entre as passagens (NIKITINA, et al.,
2018; STULTZ, et al., 2016).

As oscilagdes no niumero de células aberrantes ocorrem porque tais
alteracOes sdo muito deletérias para as células, podendo resultar em morte
celular ou proliferacdo mais lenta. Mas alteragcdes cromossdmicas que néo

afetam negativamente a proliferacao celular, podem resultar na formacéo
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de clones que se mantém por varias 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 mutacdes que podem contribuir com sua sele¢é@o positiva
e transformacdo maligna. Algumas aneuploidias sd&o comuns em
determinados tipos de tumores, indicando que podem contribuir com o
processo de transformacao neoplésica.

Nikitina e colaboradores (2018), detectaram em suas culturas de
MSC, uma variedade de aberracdes cromossdmicas, com destaque a
tetrassomia do cromossomo 8, que na passagem 12 estava presente em
12% da populacéo. O oncogene c-MY C estéa localizado no braco longo do
cromossomo 8, sua superexpressao aumenta o potencial proliferativo
celular, o que pode explicar a alta taxa de clones com esse tipo de alteracéo.
A monossomia do 13 é comum expansbes de MSC. O gene RB1, um
supressor tumoral esta localizado no cromossomo 13. A auséncia de uma
de suas copias causa a diminui¢do de sua expressdo, 0 que parece impactar
a supressdo tumoral em células de origem mesenquimal, pois essa é uma
aberracdo cromossomica comum em lipomas. A trissomia 12 por sua vez
é recorrente em celulas tronco pluripotentes induzidas, uma aberracédo
cromossomica comum em teratomas (BEN-DAVID, et al., 2011).

Aneuploidias como as listadas acima, que aumentam o potencial
proliferativo celular e sdo comuns em algum tipo de tumor, merecem
atencdo, pois sdo exemplos tipicos de anomalias genéticas envolvidas no
processo de transformacédo neoplasica e consequente, no desenvolvimento

de tumores.

6. Efeitos das alteracdes cromossémicas.

As alteracdes cromossémicas podem impactar as células de formas

distintas, a depender do tipo de alteracéo e do cromossomo envolvido. As
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inversdes e translocagfes cromossdmicas ocorrem devido a quebras de
fitas duplas de DNA que foram reparadas erroneamente. A juncédo de
sequéncias 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, sdo causadas por erros durante a mitose
que podem causar a segregacdo desbalanceada dos cromossomos,
resultando em células-filhas com perdas ou ganhos cromossémicos
(LEVINE & HOLLAND, 2018). Apesar dos efeitos de uma aneuploidia
dependerem do tipo celular, das condi¢cdes ambientais e do tipo especifico
de alteracdo cromossdmica, existe um padrdo de caracteristicas comuns a
maior parte de células aneuploides (LEVINE & HOLLAND, 2018). Esse
mecanismo é conhecido como resposta ao estresse associado a aneuploidia
e consiste na baixa regulacdo de vias que regulam o ciclo celular,
metabolismo de acidos nucleicos e biogénese ribossomal; aliado a alta
regulacdo de glicdlise, autofagia, vias lisossomicas e metabolismo de
membranas (CHUNDURI & STORCHOVA, 2019; DURRBAUM, et al.,
2014).

As aneuploidias alteram o numero de cépias de centenas de genes
simultaneamente, o que pode mudar seus niveis de expressdo, promovendo
um desbalanco génico que resulta no fim da homeostase celular. A
guantidade de mRNA e proteinas sintetizadas nas células fica desregulada,
essas mudancas transcricionais resultam em estresse proteotdxico e
oxidativo, crescimento lento e instabilidade gendémica (CHUNDURI &
STORCHOVA, 2019).

O estresse proteotdxico ocorre devido ao aumento na producdo de
proteinas. Como resposta, a degradacdo de proteinas se intensifica, mas
esse mecanismo de compensacdo ndo € suficiente. Também aumenta a

demanda pela atividade de dobramento proteico, realizada por chaperonas
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que ficam com sua eficiéncia reduzida, resultando na producdo de
proteinas com dobramentos erréneos e no acumulo de agregados proteicos
(CHUNDURI & STORCHOVA, 2019).

Aneuploidias afetam fortemente a proliferacdo celular, geralmente
deixando-a mais lenta (ZHU, et al., 2018). Apesar de muitos estudos
indicarem que aneuploidias causam uma alteracao na taxa proliferativa, 0s
mecanismos exatos nao sdo muito bem compreendidos. Ganhos
cromossémicos causam um atraso nas fases G1 e S do ciclo celular que
provavelmente ocorre devido ao atraso no acumulo de ciclinas causado
pela expressédo dos genes do cromossomo extra. A monossomia por sua
vez pode afetar a célula pela haploinsuficiéncia dos genes presentes no
cromossomo deletado (CHUNDURI & STORCHOVA, 2019). Mas sob
estresse, algumas aneuploidias podem conferir vantagem adaptativa. Ha
casos de aumento da proliferacéo celular que sdo cromossomo especificos,
como € 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 niveis de dano
ao DNA. Uma possibilidade € que a baixa expressao de fatores replicativos
e o0s problemas de dobramento de proteinas associado ao estresse
proteotdxico contribuam com a instabilidade genetica (CHUNDURI,
STORCHOVA, 2019; LEVINE & HOLLAND, 2018).

Conforme listado acima, os efeitos das aberracdes cromossomicas
sdo potencialmente deletérios para as células. Por esse motivo, MSC com
alteracbes cromossdmicas in vitro tendem a desaparecer em passagens
posteriores (STULTZ, et al., 2016). Além do estresse associado a
aneuploidia, um dos motivos do breve desaparecimento da maior parte dos
clones aberrantes de MSC ¢é que grandes alteracdes genéticas

desencadeiam uma resposta ao dano de DNA, que mediada pela expressédo
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de p53 e RB, resulta em senescéncia celular ou apoptose, impedindo o
surgimento de novos clones aberrantes (OU & SCHUMACHER, 2018).
Em sintese, aneuploidias tendem a ser desvantajosas para as células, pois
mesmo que ndo desencadeiem a resposta ao dano de DNA, o estresse
associado a aneuploidia reduz seu potencial proliferativo, o que favorece a

sua eliminacao.

7. Transformacao celular e aneuploidia

H& um paradoxo em relacdo a aneuploidia, pois da mesma maneira
que esta ligada ao envelhecimento celular, também estd associada a
tumorigénese. O envelhecimento celular € caracterizado pela senescéncia,
que causa o fim irreversivel do potencial proliferativo da célula.
Entretanto, 90% dor tumores sdlidos possuem aneuploidias. Esse € um
indicio de que ha situacbes em que a célula consegue escapar do
envelhecimento e que aneuploidias podem ser importantes no processo de
tumorigénese, pois sdo selecionadas na maior parte dos tumores (LEVINE
& HOLLAND, 2018).

O surgimento da aneuploidia em uma célula faz com que ela
apresente algumas caracteristicas em comum com células tumorais, tais
como: mudancas metabdlicas, instabilidade genética, ativacdo de autofagia
e de resposta imunoldgica. Todas essas caracteristicas sdo ruins e tendem
a resultar na senescéncia ou apoptose de células normais, mas as células
tumorais permanecem vivas porgue encontram uma maneira de se adaptar.
A principal adaptacdo é a superacdo do efeito antiploriferativo da
aneuploidia, essa adaptacdo é facilitada pela instabilidade genética
(CHUNDURI & STORCHOVA, 2019).

A transformacdo celular € um mecanismo que depende de multiplas
etapas, pois a celula precisa adquirir diferentes capacidades para se tornar

tumoral. A instabilidade genética é considerada uma carateristica
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possibilitadora, pois é capaz de gerar mutacfes aleatdrias que podem
conferir todas as outras caracteristicas necessaria a uma celula tumoral
(HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Nem toda célula com aneuploidia é instavel geneticamente
(LEVINE & HOLLAND, 2018). Entretanto, a aneuploidia pode contribuir
ou ser um indicio de instabilidade genética. Células aneuploides e instaveis
geneticamente que mantém seu potencial proliferativo, geram clones e sdo
capazes de estabelecer uma nova populacdo de células aberrantes. Os
clones aberrantes podem adquirir novas mutac6es, que podem conferir
novas caracteristicas e resultar na maior adaptacdo celular. E por esse
motivo que a instabilidade genética é o fator central na formacdo de
tumores, pois é por meio dela que novos “Hallmarks” tumorais podem
surgir (HANAHAN & WEINBERG, 2011; LEVINE & HOLLAND,
2018).

Dentre as adaptacdes que a instabilidade genética pode conferir, que
contribuem com o processo de transformacdo neoplasica estdo:
manutencao de sinal proliferativo , escape de supressores de crescimento,
resisténcia a morte, inducdo da angiogénese, capacidade de invasao e
metastase e 0 escape da acdo do sistema imunolégico (HANAHAN &
WEINBERG, 2011).

As MSC tém o potencial de induzir angiogénese e sua propriedade
imunomoduladora € capaz de inibir a acdo do sistema imunoldgico.
Portanto, além das caracteristicas potencialmente oncogénicas inerentes a
sua fisiologia, MSC com alteracdo cromossdmica podem estar instaveis
geneticamente, permitindo assim a aquisicdo de novas caracteristicas
tumorais. Por esse motivo, expansfes de MSC com aberracdo

cromossdmica clonal preocupam a comunidade cientifica.
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8. Transformacéao espontanea de MSC

N&o existem relatos de pacientes que receberam tratamento de terapia
celular com MSC que desenvolveram tumores derivados das células
recebidas. Entretanto, ha evidéncias 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 analises genéticas
compararam polimorfismo de microssatélite e tipo de HLA (antigeno
leucocitario 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 formacodes de tumores.

E sabido que MSC de camundongos com aberra¢des cromossdmicas
sdo capazes de sofrer transformacédo 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 transformacdo maligna é amplamente discutido
(BARKHOLT, et al., 2013). Entretanto, MSC humanas parecem ser mais
resistentes a transformacao esponténea, pois muitos estudos relatam MSC
humanas com aberra¢Ges cromossdmicas que surgiram durante expansao,
mas que ndo resultaram em transformacao celular (CAPELLLI, et al., 2014;
NIKITINA, et al., 2018; TARTE, et al., 2010; WANG, et al., 2013).

Na década de 2000, surgiram duas publicacbes de grupos de
pesquisa distintos que relatavam a transformacdo maligna espontanea de
MSC durante expanséo in vitro (R@SLAND, et al., 2009; RUBIO, et al.,
2005). Entretanto, ambos os trabalhos foram retratados em 2010, pois foi

constatado que a transformacao celular foi resultado de uma contaminacéo
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cruzada com celulas tumorais (GARCIA, et al., 2010; RASLAND, et al.,
2010).

Atualmente ha& apenas dois registros de MSC humanas que
realmente sofreram transformacéo espontanea in vitro (PAN, et al., 2014,
WANG, et al., 2005). Em ambos 0s casos, as células transformadas
apresentaram mudancas morfoldgicas, maior taxa proliferativa em relacéo
as MSC normais, deixaram de expressar alguns marcadores de superficie
tipicos de MSC, como CD13 e CD105, possuiam mais de uma alteragédo
citogenetica e quando inoculadas em camundongos imunodeficientes
NOD/SCID, foram capazes de gerar tumores apés 5 — 8 semanas da
inoculacdo. A andlise histoldgica dos tumores indicou uma morfologia
similar a de sarcoma e liposarcoma.

As alteragdes sofridas por MSC transformadas séo diversas. Dentre
elas, as aberrages cromossdmicas sdo de grande relevancia, pois indicam
instabilidade genética que é notoriamente um grande potencializador da
transformacdo neoplasica celular. Portanto, a fim de evitar futuras
complicacbes para 0 paciente, € de extrema importancia garantir a
qualidade e seguranca de MSC antes de sua aplicagdo. Por esse motivo, a
analise citogenética é realizada, afinal a maior preocupacdo em relacao ao
uso de MSC em terapia celular € que alteracdes citogenéticas resultem no
surgimento e selecdo de células neoplésicas que consigam causar 0
desenvolvimento de tumores no paciente.

Sendo assim, uma maneira eficiente de evitar células com potencial
oncogénico € ndo utilizar MSC com aberragdes cromossémicas clonais em
terapia celular. Mas na pratica essa ndo ¢ uma tarefa muito simples, pois
alguns pacientes presentam alteragfes cromossomicas em todas as suas
expansdes (BORGONOVO, et al., 2015, TARTE, et al., 2010). Ha
situacdes em que apenas uma aneuploidia surge e permanece em baixa

concentracdo na populacdo de células, sem apresentar novas alteracdes
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citogenéticas, nem vantagem proliferativa em relacdo aos clones
euploides. O simples descarte de qualquer expansdo com aberracdo
cromossomica inviabilizaria o tratamento de muitos pacientes. Por esse
motivo, € necessario discutir sobre quais sdo os limites citogenéticos
seguros de produtos de MSC utilizados em terapia celular.

Para evitar a utilizacdo de produtos de terapia celular com alteracdes
cromossdmicas que podem conferir vantagem proliferativa, especialistas
do Cell Products Working Party, do Comité de Terapias Avancadas da
Agéncia Europeia de Medicamentos e da Sociedade Internacional de
Terapia Celular e Genética (ISCT), recomendam a realizacdo de cariotipo
de 20 metafases e estabelecem como limite de exclusdo da amostra, 10%
das metéafases com aberracdo cromossomica clonal (BARKHOLT et al.,
2013). Segundo as organizacdes, expansdes celulares que ndo atendem a
esses requisitos, ndo devem ser utilizadas em pacientes. Entretanto, trata-
se de uma recomendacéo apenas e ha estudos que realizaram a inoculacédo
de MSC nos pacientes antes da liberacdo do resultado da anélise
citogenetica e que com chegada do resultado do cariotipo, descobriram
que haviam inoculado células de cariotipo aberrante em pacientes de
terapia celular (MIZUNO, et al., 2021, TARTE, et al., 2010).

Situacbes como as expostas acima, reforcam a urgéncia na
compreensdo dos efeitos de aberragdes cromossomicas em MSC. A
comprovacdo de que algum tipo de alteracdo citogenética apresenta
potencial oncogénico criaria uma pressdo para que MSC ndo sejam
liberadas para uso antes dos resultados citogenéticos. Em contrapartida, a
indicacdo de auséncia de potencial oncogénico poderia liberar o uso de
MSC com baixa concentracdo de aberragcdes cromossdmicas em situacgoes
excepcionais, para ndo inviabilizar a terapia celular.

As evidéncias de desenvolvimento de tumores in vivo utilizaram

MSC humanas que ja haviam sofrido transformacédo neoplasica durante
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expansdo in vitro, portanto ja tinham morfologia alterada e alta taxa
proliferativa. Esses estudos ndo contribuem com o conhecimento que 0s
CPC realmente precisam, uma vez que MSC com essas caracteristicas
nunca seriam utilizadas em terapia celular, pois ja indicavam seu potencial
oncogénico. Portanto, a real pergunta é se MSC néo transformadas, mas
com baixas concentracdes de células com alteracdo citogenética podem
sofrer transformacao in vivo, ou seja, dar origem a tumores nos pacientes.

MSC com aberragdes cromossdmicas, alteracbes morfoldgicas e alto
potencial proliferativo, claramente devem ser descartadas. Mas MSC com
baixa concentracdo de alteragbes cromossOmicas e todos 0s outros
parametros de qualidade normais precisam ser estudadas. E necessério
estudar o impacto de cada alteracdo cromossdmica que surge apoés
expansdo celular, e avaliar se sdo capazes de gerar clones, se possuem
vantagem proliferativa e outras caracteristicas que podem contribuir com
0 potencial oncogénico celular ou fazer com que MSC percam seu
potencial terapéutico. Neste trabalho estudamos o efeito da trissomia 5 nas

expansdes de MSC.

9. Trissomia 5

A trissomia 5 é uma aneuploidia recorrente em expansdes de MSC,
surge espontaneamente e ja 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 expansdes de dois pacientes do
Departamento de Hematologia e Terapia Celular do Hospital Israelita
Albert Einstein (DHTC-HIAE). O objetivo da expansdo era o tratamento
de incontinéncia urinaria, mas as linhagens de MSC com clones com
trissomia 5, ndo foram utilizadas na terapia porque ndo atendiam aos

critérios minimos sugeridos pela ISCT.
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O descarte de MSC requer a repeticdo do isolamento das células,
expansdo 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 caridtipo normal sempre devem ter prioridade de aplicacéo
em terapia celular, mas ha situacdes em que uma pequena porcentagem de
MSC demonstra uma alteracdo citogenética e ndo € possivel repetir o
isolamento de novas células. Para essas situacdes sdo necessarios dados
sobre os impactos de tal alteracdo em MSC. Esses dados podem auxiliar a
equipe médica na tomada de decisdo em relacdo ao uso ou descarte de
MSC que desenvolveram alteracdes 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 cientifico no estabelecimento de tais
limites. Para tanto, € necessario considerar a realidade clinica, na qual é
relevante saber se a propriedade terapéutica € mantida e se a transformacéo
celular poderia ocorrer in vivo.

Para responder a essa pergunta, este trabalho utilizou MSC
expandidas para terapia celular que desenvolveram espontaneamente uma
populacéo de células com a trissomia 5 (MSC-T5). Avaliamos se MSC-T5
possui potencial oncogénico e potencial imunomodulador. Para saber se
MSC-T5 pode sofrer transformacgédo in vitro, verificamos as dobras
populacionais (PDL) durante expansdo e taxas proliferativas e de
senescéncia celular. O potencial imunomodulador foi avaliado pelo perfil
de expressdo em resposta a estimulacio com IFNy. O potencial
tumorigénico in vivo foi verificado pela inoculacédo subcutanea das células
em camundongos, seguida de observacgdo dos animais por 6 meses. Todos
os dados obtidos de MSC-T5 foram comparados com os de MSC de

cariotipo normal e de uma linhagem de células tumorais. Caso MSC-T5
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apresente parametros similares ao das células tumorais, este seria um
indicio relevante de potencial oncogénico. Em contrapartida, se o
comportamento de MSC-T5 for similar ao de MSC normais, é possivel que
a trissomia 5 ndo seja capaz de iniciar um processo de transformacao
celular em MSC e que o uso de tais linhagens seja mais seguro do que

previamente imaginado.
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1I.  Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral verificar o potencial
tumorigénico e imunomodulador de células mesenquimais estromais
(MSC) isoladas de medula 6ssea humana, que apresentaram alguns clones
com a trissomia 5 apds cultivo in vitro.

S&o objetivos especificos deste projeto:

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

I1. Avaliar o perfil de crescimento da populacdo celular em culturas
de MSC com trissomia 5 ao longo do tempo, comparativamente a culturas
de MSC com cariotipo normal.

I11. Avaliar proliferacéo e senescéncia celular em culturas de MSC
com trissomia 5, comparativamente a culturas de MSC com cariétipo
normal.

IV. Avaliar a poténcia imunomoduladora de culturas de MSC com

trissomia 5, comparativamente as culturas de MSC com cariétipo normal.
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I1l. Materiais e Métodos

1. Linhagens celulares

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas quatro linhagens de
MSC derivadas da medula 6ssea, duas delas possuiam a trissomia 5 como
aneuploidia clonal em 10 a 30% da populagdo de células (MSC-T5) e
outras duas linhagens euploides (MSC-E). A linhagem tumoral AT/RT-
USP (Tumor Rabddide/Teratdide Atipico), com capacidade de iniciacéo
de tumor (KAID, et al., 2018), foi utilizada como controle positivo na
avaliacédo de transformacao celular e potencial tumorigénico (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 clinico, mas
devido ao surgimento espontédneo de clones com a trissomia 5, ndo
passaram nos critérios minimos estabelecidos pela ISCT, entdo seu uso
clinico 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 Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos (CAAE:
33496419.6.0000.5464; Parecer: 4.098.980).

Tabela 1- Amostras utilizadas no estudo.

Amostra Grupo Passagem Cariotipo
M10 Controle negativo P4 46,XX
M12 MSC-E P6 46,XY

T5-50 : P4 46, XX/
Grupo experimental
47 XX, +5
T5-53 MSC-T5 P6
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USP7 — Controle positivo
AT/RT Linhagem tumoral

NA: Nao analisado

Imortalizada NA

2. Condicdes de cultivo

Todas as linhagens foram cultivadas em DMEM “Low Glucose”
(Gibco), suplementadas com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de
solucéo Anti-Anti (100X) Antibiotic-Antimycotic (Gibco). As células eram
mantidas em incubadoras a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. O meio de
cultivo era trocado duas vezes por semana, e quando o frasco atingia uma
confluéncia de 80%, as celulas eram lavadas com Phosphate Buffered
Saline (PBS), tratadas com TrypLE™ Express (Gibco) por 5-6 minutos a
37°C para dissociacdo das células e semeadas em novos frascos de cultivo

em baixa densidade (6.000 células por cm?).

3. Caracterizacado de MSC

Para a caracterizacdo das MSC, verificamos por citometria de fluxo a
expressdo de marcadores de superficie tipicos de MSC, conforme
estabelecido pela ISCT (DOMINICI, et al., 2006). As células foram
marcadas por 40 minutos a 4°C com o0s 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 Il (BD Biosciences), foram adquiridos pelo menos

10.000 eventos por leitura. Os resultados foram analisados com o software
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FlowJo, onde primeiro o subgrupo da populacdo de células vivas foi
delimitado e depois, com os dados do controle sem marcacdo de
fluordforo, foram estabelecidos subgrupos de células marcadas para cada

um dos fluoréforos.

4. Analise citogenética

4.1 Cariotipo

Para verificar se as linhagens de MSC atendiam aos critérios
citogenéticos recomendados pela ISCT, o cariétipo com banda G foi
realizado em 20 metafases por amostra (BARKHOLT et al., 2013). MSC
com duas ou mais (>10%) metafases com a mesma aberracédo
cromossomica, foram consideradas como fora dos critérios recomendados
devido a presenca de alteracédo clonal. As aberrag6es cromossomicas foram
descritas de acordo com o International System of Humam Cytogenetic
Nomenclature (ISCN, 2016).

O cari6tipo das amostras MSC-T5 foi realizado no laboratorio clinico
do Hospital Israelita Albert Einstein. Para o cariotipo das linhagens MSC-
E, as mesmas foram cultivadas em frascos T-75 até atingirem a confluéncia
de 70-80%, entéo as células foram acondicionadas por 20 horas em meio
DMEM “Low glucose” sem suplementacdo de SFB. Essa etapa de
carenciamento de SFB foi realizada para aumentar o nimero de metafases
no fim do experimento, pois 0 SFB possui agentes mitdgenos 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 condicdes ideais de cultivo. Aproximadamente 30 horas apds o fim do
carenciamento era possivel ver em microscopio de luz que grande parte
das células estavam presas com menor aderéncia ao frasco (ficam mais
brilhantes sob a luz), um indicio de entrada em fase M. Entdo as células

foram incubadas por 4 horas em solucdo de 0,05ug/ml de KaryoMAX™
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Colcemid™ (Gibco) em meio de cultura, posteriormente foram dissociadas
com tripsina, hipotonizadas com KCL 0,075M por 30 minutos a 37°C e
fixadas em solucdo Metanol:Acido acético (3:1). Para a obtencdo das
metéafases, a solucdo final de células com fixador foi dispensada gota a gota
sobre a lamina.

Para a coloracéo das bandas, as laminas foram envelhecidas em estufa
a 37°C, imergidas por 5 minutos em solucédo 2x de Saline-Sodium Citrate
buffer (SSC) a 65°C, lavadas em &gua destila, imergidas por 40-60
segundos em solucéo de 0,025¢g de tripsina em tampdo Sérensen (pH 6,8)
e coradas com solucdo de corante Giemsa 4% em tampao SOrensen por 8
minutos. As imagens das metafases foram capturadas em microscopio

ZEZZ Axioplan 2 Imaging e analisadas no software Ikaros.

4.2 CGH-array

O CGH-array (Hibridizacdo Gendmica Comparativa) foi realizado
com o objetivo de procurar por CNVs (Copy Number Variation) menores
que o caridtipo com banda G é capaz de detectar. A analise foi realizada
em colaboracdo com o Laboratorio de Genética Humana do Instituto de
Biociéncias — USP.

O DNA das MSC foi extraido com o kit QlIAamp DNA Mini (Qiagen)
de acordo com o protocolo do fabricante. O CGH-array foi realizado em
plataforma 180K (Agilent Tecnologies, California, USA), de acordo com
0 protocolo do fabricante. O DNA controle deste ensaio foi masculino de
cariétipo 46,XY. A analise foi realizada com o software Nexus Copy
Number (Biodiscovery) e os graficos plotados com os valores da formula:

X = Log, PS/PC

Onde:

PS é o0 numero de probes na amostra testada.
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PC € 0 nimero 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 padrdo de
crescimento das populacbes de MSC-T5, as dobras populacionais
cumulativas (PDL) das linhagens de MSC foram contabilizadas durante
expansdo celular. Antes do inicio da analise, as linhagens foram
carenciadas em meio de cultivo sem SFB por 20 horas, para alinhamento
do ciclo celular na fase G1. Apos periodo de carenciamento, as células
voltaram a ser acondicionadas em meio de cultura com suplementacéo
normal. Quando o frasco de cultivo atingia 80% de confluéncia, as células
eram dissociadas, contadas e semeadas.

A contagem de células foi realizada em triplicata em Countess 3
Automated Cell Counter. A lamina de contagem era preparada com 10ul
da solucéo de células diluida em solucéo de 0,4 de trypan blue. As MSC
eram entdo semeadas em novos frascos, sempre na mesma densidade de
6.000 células/cm?.

A férmula para o célculo do PDL foi:

PDL = log;o(Cf/Ci)*3.33

Onde:

Ci: nimero de células semeadas no inicio do periodo de incubacéo;

Cf: nimero de células no fim do periodo de incubacéo;

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

DT = T*In,/In(Cf/Ci)

Onde:

T: tempo de incubagdo em dias.
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As formulas utilizadas sdo as recomendadas pelo manual de cultivo de
células da ATCC (2021).

6. Proliferacdo celular

Para verificar se a taxa proliferativa de MSC-T5 era similar a de
ceélulas tumorais ou de MSC-E, foi realizado um ensaio que detecta células
com nucleos proliferativos com o kit Click-iT™ EdU Cell Proliferation Kit
for Imaging, Alexa Fluor (Invitrogen). O ensaio consiste na deteccdo de
células com EdU em seu nucleo. O EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridine) é um
nucleosideo analogo a timina que se incorpora ao DNA durante sua sintese.
Para tanto, as células foram semeadas em triplicata em placas de 24 po¢os,
apos 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 microscopio EVOS M5000 Imaging System. As
células e seus nucleos proliferativos foram contabilizados com o software

ImageJ.

7. Senescéncia celular

Para investigar se a trissomia 5 poderia desencadear a senescéncia em
MSC-T5, foram realizados ensaios para detectar a atividade de p-
galactosidase associada a senescéncia (SA-B-Gal), um biomarcador de
senescéncia 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 marcacao
fluorescente que possibilitou a quantificacéo da intensidade da atividade
enzimatica por célula.

O ensaio colorimétrico foi realizado com o kit Senescence p-
Galactosidase Staining (Cell Signaling). As células foram semeadas em

triplicata em placas de 24 pocos. Apos 48 horas, 0 ensaio foi realizado
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segundo orientagbes do fabricante. As imagens foram capturadas em
microscépio EVOS XL Core Imaging System. Células positivas para SA-
B-Gal foram contabilizadas e sua porcentagem mensurada.

Para o ensaio de deteccdo de SA-B-Gal por fluorescéncia, as células
foram semeadas em laminas com camaras. Apds 48 horas, as enzimas
foram marcadas com o kit CellEvent™ Senescence Green Detection
(Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante. As imagens foram
capturadas no microscopio Zeiss Axio Imager Z1 ApoTome. Cada amostra
teve 200 células analisadas.

A intensidade de fluorescéncia foi mensurada com o software ImageJ.
A florescéncia por célula (FC) foi calcula com a formula:

FC=FT - (AC * FB)

Onde:

FT = Fluorescéncia total capturada;

AC = Area da célula;

FB = Fluorescéncia do background da imagem.

8. Tumorigénese in vivo

Para verificar se MSC-T5 poderia sofrer transformacéo espontanea in
vivo e gerar tumor, camundongos Balb ¢/NUDE imunossuprimidos de 13
semanas receberam 100.000 células por injecdo subcutanea no flanco
direto. Os animais foram divididos em 5 grupos, cada um com trés 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 auxilio de um paquimetro digital. O volume tumoral (VT)
(mm?®) foi calculado com a seguinte férmula (TOMAYKO &
REYNOLDS, 1989):

VT= (Didmetro maior * Didmetro menor?)/2.
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O estudo foi devidamente aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais — CEUA e registrado sob o nimero 358/2019.

9. Andlise de poténcia imunomoduladora

Para avaliar se MSC-T5 eram capazes de manter sua propriedade
imunomoduladora, as linhagens foram estimuladas com Interferon-y
(IFNy), uma citocina inflamatoria liberada por linfocitos 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 IFNy 40ng/mL em meio de cultura
por 48 horas e o grupo controle ndo estimulado que recebeu meio de
cultura sem IFNy.

MSC quando estimuladas com IFNy passam a expressar o marcador
de superficie HLA-DR, sendo assim, este pode ser uma marcador que
indique atividade imunomoduladora de MSC (GALIPEAU, et al., 2016).
Para a analise da expressao de HLA-DR por citometria de fluxo, as células
estimuladas com IFNy foram soltas e encubadas por 40 minutos com o
anticorpo FITC Mouse Anti-Human HLA-DR (Clone G46-6) da BD
Pharmingen™, entdo foram lavadas 3 vezes com PBS e analisadas com o
FACS ARIA 1l (BD Biosciences), foram adquiridos pelo menos 10.000
eventos por leitura. Os resultados foram analisados com o software FlowJo
pelo mesmo método de analise descrito na analise de citometria de fluxo
para caracterizacao celular.

Para a analise de expressdo génica por rt-PCR, as células foram
lisadas e seu RNA total extraido com o kit Rneasy Micro (Qiagen). Os
genes alvos foram IDO1, CXCL9, CXCL10 e CXCL11. S&o genes
envolvidos na resposta imunomoduladora de MSC e séo superexpressos
em MSC potentes apds estimulo com IFNy (CHINNADURALI, et al.,
2018). O RNA normalizado (500ng) foi convertido em cDNA com
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SuperScript™ [II Reverse Transcriptase (Invitrogen). A sintese de cDNA
resulta em uma solucdo de 20ul que é diluida em 10 vezes para uma
solucdo final de 200 pl de cDNA. Nas reacOes de quantificacdo de
expressédo, para um volume final de 25 pl por poco, foram utilizados 2 pl
de cDNA, 1pl de cada primer a 10uM para o gene alvo (Tabela 2), 12,5 pl
de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 8,5ul de
H,O DNase Free. A analise foi realizada com o Applied Biosystems 7500
Real Time PCR System, onde a reagédo foi amplificada por 40 ciclos de 15
segundos a 95°C e 1 minuto a 57°C. Os CTs (Threshold dos ciclos) foram
extraidos e a quantificacdo relativa foi realizada pelo método da curva
padrdo. Os dados foram normalizados pela expressdao de GAPDH e depois

normalizados novamente pela expressédo de M10 estimulada com IFNy.

Tabela 2 - Sequéncia de nucleotideos dos primers para rt-PCR.
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Gene alvo  Orientacdo Sequéncia

Forward 5’-AGATGTCCGTAAGGTCTTGCC-3’

POt Reverse 5’-ACTGCAGTCTCCATCACGAAA-3’
Forward 5-TTCTGATTGGAGTGCAAGGAAC-3’
eXew Reverse  5’-CCTTCACATCTGCTGAATCTGGG-3’
Forward 5’-CCACGTGTTGAGATCATTGCT-3’
CXCLLO Reverse 5’>-TGCATCGATTTTGCTCCCCT-3’
Forward  5-GCTACAGTTGTTCAAGGCTTCC-3’
CXeL Reverse 5’-TAAGCCTTGCTTGCTTCGAT-3’
GAPDH Forward 5’-GCATCCTGGGCTACACTGA-3’

Reverse 5’-CCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

10.Analise estatistica

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 analises de variancia



foram realizadas com One-way ANOVA e Tukey’s multiple comparation
como pos-teste. O ensaio de fluorescéncia que indica a intensidade da
atividade de SA-B-gal apresentou dados ndo paramétricos, por esse
motivo, os dados sdo apresentados individualmente com mediana e
interquartil, a analise de variancia foi realizada com o teste de Kruskal-
Wallis e pos-teste de Dunn’s. A sobrevida dos animais foi analisada com
o teste Log-rank (Mantel-Cox). Todas as analises estatisticas 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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V. Resultados

1. Caracterizacdo de MSC

Todas as MSC utilizadas neste estudo apresentaram perfil
imunofenotipico de MSC. Todas as linhagens apresentaram alta expressao
de CD105, CD90, CD73, CD44 e CD166; e baixa expressao de CD45,
CD34, CD31 e HLA-DR (Figuras 2 - 5). As porcentagens de células
positivas para cada um dos marcadores de superficie sdo apresentadas na
Tabela 3.
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Figura 2 — Quantificacdo de células T5-50 positivas para os marcadores de superficie
necessarios para caracterizacdo de MSC, segundo ISCT. Pico de células controle sem
marcacao com anticorpo em cinza e pico de células tratadas com anticorpo de interesse
em vermelho. Dados concedidos pelo DHCT-HAE.
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Figura 3 — Quantificacdo de T5-53 positivas para os marcadores de superficie
necessarios para caracterizacdo de MSC, segundo ISCT. Pico de células controle sem
marcacgdo com anticorpo em cinza e pico de células tratadas com anticorpo de interesse
em vermelho. Dados concedidos pelo DHCT-HAE.
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Figura 4 — Quantificacdo de M10 positivas para os marcadores de superficie
necessarios para caracterizacdo de MSC, segundo ISCT. Pico de células controle sem
marcacao com anticorpo em azul e pico de células tratadas com anticorpo conjugado
de interesse em vermelho.
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Figura 5 — Quantificacdo de M12 positivas para os marcadores de superficie
necessarios para caracterizacdo de MSC, segundo ISCT. Pico de células controle sem
marcagdo com anticorpo em azul e pico de células tratadas com anticorpo conjugado
de interesse em vermelho.

Tabela 3 — Porcentagem de expressao de marcadores de superficie.
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. Andlise citogenética

As analises citogenéticas indicam que as linhagens MSC-T5

possuiam uma populacdo de clones com trissomia 5, ndo atendendo aos



critérios minimos de infusdo sugeridos pela ISCT e as linhagens MSC-E
possuiam cariotipo normal, sem clones com aberragfes cromossdmicas.
O caridtipo com banda G revelou que 10% das metéafases de T5-50
(2/20) e 30% das metéafases de T5-53 (6/20) eram 47,XX,+5. Dentre 0s
controles, M12 apresentou 95% (19/20) de suas metafases 46,XY e M10
tinha 75% (15/20) de suas metafases 46,XX e 5 metafases aberrantes, as
alteracOes eram todas monossomias nao clonais (Tabela 4) (Figura 6-9).
Apesar de M10 e M12 apresentarem algumas metafases com aberracoes
cromossomicas, seus resultados de caridtipo atendem aos critérios
minimos para infusdo, pois ndo possuem aberracbes cromossdmicas
clonais. Além disso, a perda cromossomica aleatdria pode estar presente
devido a um artefato de técnica que ocorre na etapa de preparacdo da
lamina quando se da o rompimento da membrana plasmatica e

espalhamento dos cromossomos (STULTZ, et al., 2016).
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Figura 6 - Cariétipo com banda G de amostra T5-50, indicando a trissomia 5. Cari6tipo
47, XX,+5.
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Figura 7 - Cari6tipo com banda G de amostra T5-53, indicando a trissomia 5. Cari6tipo
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Figura 8 - Cari6tipo com banda G de amostra M10: 46,XX.
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Figura 9 - Cariétipo com banda G de amostra M12: 46,XY.

O CGH-array confirmou que M10 e M12 s&o euploides, uma vez que
CNVs raras, maiores que 500 kb, ndo foram detectadas em M10 e M12.
Entretanto, o CGH-array da linhagem T5-53 detectou um pequeno
aumento no ndimero de copias do cromossomo 5, indicando a presenca da
aneuploidia em mosaico. Como o cariétipo realizado na passagem 6
indicou a presenca da trissomia 5 em cerca de 30% da populacéo, o
aumento no numero de cépias do cromossomo 5 sugere a permanéncia
dessa aneuploidia até a passagem 9, em aproximadamente 10% da
populacdo de células (Figura 10). Nao foi possivel realizar o CGH-array
em T5-50, pois devido ao seu baixo potencial de expanséo, ndo obtivemos

celulas suficientes para a extracdo de DNA.
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Figura 10 — Resultado do teste de CGH-array para deteccdo 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 regido cromossémica em
relacdo 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 analises citogenéticas de MSC.

Anélise
Amostra . Passagem Resultado
citogenética

46,XX[15]/44,XX,-8,-17[1]/
Cariotipo 9 45,XX,-5[1]/44,XX,-5,-18[1]/

M10 45 XX,-22[1]/45, XX -21[1]
CGH-array 9 arr(1-22,X)x2
Cari6tipo 10 46 XY[19]/44,X -10[1]
M12

CGH-array 10 arr(1-22,XY)x2
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T5-50 Cariétipo 4 46,XX[18]/47,XX,+5[2]

Cariotipo 6 46,XX[14]/47, XX, +5[6]
T5-53
CGH-array 9 arr(X)x2,(5)x3 [0.1]

3. Crescimento Populacional

As linhagens MSC-T5 apresentaram menos dobras populacionais em
relacdo as MSC-E, demonstrando um potencial de expanséo extremamente
limitado. Durante o periodo de 35 dias de expansdo, T5-50 e T5-53
apresentaram respectivamente 0,4 e 1,7 dobras populacionais, enguanto
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 reducdo em sua
populacdo 27 dias apos o inicio 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 reducéo da velocidade de expansdo, mas ndo demonstraram o
fim de seu potencial proliferativo. Devido ao baixo crescimento
populacional de T5-50, ndo foi possivel realizar os ensaios subsequentes
com essa linhagem, como o de proliferacdo e senescéncia celular, poténcia

imunomoduladora e CGH-array.
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Figura 11 — Dobras populacionais cumulativas das linhagens de MSC expandidas por

35-38 dias.

4. Proliferacéo celular

A proliferacédo 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 oncogénico. A porcentagem de
células proliferativas foi de 5,4 + 1,6 em T5-53; 18,4 £ 1,6 em M10; 21,3
+ 3,4em M12 e 34,7 £ 0,6 em AT/RT-USP7 (Figura 12).
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Figura 12- Porcentagem de células que apresentaram nucleos proliferativos marcados
devido & incorporacéo de nucleosideo anélogo a timina (EdU). Exposic¢do a EdU por 4
horas. ns: ndo significativo; ***: p<0.001

5. Senescéncia

Os ensaios de deteccdo de SA-B-Gal indicaram que a linhagem mais
senescente era T5-53. O ensaio colorimétrico de deteccdo de SA-B-Gal
revelou que a populagdo 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-B-Gal foi de 74 = 7,8 em T5-53,
31£5em M10,20+29em M12e 2 £ 0 em AT/RT-USP7 (Figuras 13 e
14). O ensaio de fluorescéncia também indicou que a intensidade de SA-
B-Gal por célula foi significativamente maior em T5-53 em relacdo a MSC-
E e AT/RT-USP7 (p<0.0001) (Figura 15).

WG

em azul. Imagens capturadas em microscopio EVOS XL Core Imaging System.
Aumento 40x.

51



SA-B-gal
100 4k ke k
3% 3%k |
a —
S 80+
5 —
‘= 60
'g ns
—_
= 404
=
=
S 20 _—
@)
0= |
M10 M12 T5-53 USP7
One-way ANOVA e teste Tukey's de
multiplas comparacdes

Figura 14 - Porcentagem de células positivas para a atividade de. SA-B-Gal, resultado
do ensaio colorimétrico.
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Figura 15 — Resultado do ensaio de deteccdo de SA-B-Gal por fluorescéncia.
Intensidade mensurada por célula. Cada linhagem teve 200 células analisadas. Barras
indicam a mediana e interquartil.

Apesar de ndo ter sido possivel realizar ensaios de deteccdo de SA-

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

tipica de células senescentes com células grandes e achatadas (Figura 16).
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Figura 16 — Comparagéo 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 tipica de célula senescente. Imagens capturadas em microscopio EVOS
XL Core Imaging System com aumento de 100x.

6. Tumorigénese in vivo

N&o 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 ndo apresentaram tumor. Dois
dos trés animais pertencentes ao grupo controle positivo tumoral (AT/RT-
USP7) desenvolveram tumores que se tornaram visiveis entre 38 e 45 dias

apos a inoculacéo de células (Figura 17).



Figura 17— Fotografia dos flancos dos animais apds eutanasia, regido em que as células
foram inoculadas. Animais 1 e 2 do grupo AT/RT-USP7 tiveram seus tumores
diretamente fotografados.

Né&o houve diferenca significativa entre as taxas de sobrevida devido
ao pequeno numero 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 apos a inoculacéo de células devido a perda de peso e um animal
do grupo T5-53 foi eutanasiado 147 dias apds a inoculacdo de células
devido a perda do movimento das pernas traseiras (Tabela 5). Em ambos
0s animais foi realizada a analise macroscopica na regido da inoculagéo e

em toda a cavidade abdominal e tumores ndo foram encontrados.
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Tabela 5. Incidéncia de tumor, sobrevivéncia e sinais adversos em

camundongos Nude 185 dias ap0s injecao subcutanea de MSC ou células

tumorais. Sobrevida apds inoculacéo de células (p= 0.2247).

Frequéncia de
animais que

Sobrevivéncia

Amostra Descricéo da . . Sinais clinicos
. desenvolveram 165 dias apds
inoculada amostra . T adversos
tumor/total de inoculacéo
animais
MSC humanas
com alguns 0
T5-50 clones com 0/3 100% Nenhum
trissomia 5
MSC humanas .
com alguns 1 a”'m?' com
T5-53 0/3 67% mobilidade
clones com -
. ; reduzida
trissomia 5
M10 MSC humanas 0/3 100% nenhum
euploides
1 animal com
M12 MSC hu_m anas 0/3 67% perda de peso
euploides .
consistente
Células 2 animais
USP7 tumorais 2/3 33% desenvolveram
humanas ATRT tumor

7. Poténcia imunomoduladora

7.1 Deteccéo de HLA-DR por citometria de fluxo

Ap0s estimulacdo de MSC com IFNy por 48 horas, a linhagem T5-53

ndo apresentou aumento na expressiéo de HLA-DR, enquanto nas

linhagens MSC-E, o aumento foi detectado. Em M10 a expressao foi de
1,91% para 20,6% e em M12 foi de 1,94% para 19,8% da populacdo de
células (Tabela 6). Na figura 18 é possivel observar um deslocamento para

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

IFNy.
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M10 M12 T5-53

Sem anticorpo

Sem IFNy + anticorpo

/ﬂ\ /A\ /h\\ Com IFNy e anticorpo

10 10
FITG-A FITC-A FITC-A

Figura 18 — Ensaio por citometria de fluxo para verificacdo de resposta
imunomoduladora apds exposicao a IFNy. Grupo amarelo sem marcacao de anticorpo.
Grupo azul sem estimula¢do com IFNy ¢ marcado com anticorpo FITC anti-HLA-DR.
Grupo vermelho estimulado com IFNy por 48 horas ¢ marcado com anticorpo FITC
anti-HLA-DR.

Tabela 6 — Porcentagem de células HLA-DR™ por citometria de fluxo.
Grupo “controle” sem estimulo de IFNy e grupo “IFNy”, estimulado com

IFNy por 48 horas.
Linhagem Controle IFNy
M10 1,91% 20,6%
M12 1,94% 19,8%
T5-53 1,75% 1,21%

7.2 Expressao génica.

Todas as linhagens de MSC, quando estimuladas com IFNy,
apresentaram uma superexpressdao dos genes alvos relacionados a
atividade imunossupressora, em relagdo aos seus controles sem
estimulacdo com IFNy (p<0,0001) (Figura 20). A anélise de expressdo
génica indica que mesmo com a trissomia 5, T5-53 apresenta uma resposta
imunomoduladora a nivel de mRNA, quando estimulada com IFNy, assim
como as linhagens MSC-E.

A especificidade das reagbes com os primers desenhados pdde ser
observada pelo pico unico formado durante curva de dissociacdo da reacédo
(Figura 19).
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Figura 19 — Curvas de dissociacdo de produtos de amplificacdo por rt-PCR. Reacbes
com cDNA de M10 IFNy. Todas as reagdes apresentam pico Unico, com as seguintes
temperaturas de melting para cada alvo: GAPDH - 82,87 °C; IDO - 78,77 °C; CXCL9 -
79,54 °C; CXCL10 - 76,85 °C; CXCL11 - 78,58 °C.
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Figura 20 — Expressao relativa dos genes alvo: IDO, CXCL9, CXCL10 e CXCL11.
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Grupos M10 IFNy, M12 IFNy e T5-53 IFNy, estimulado com IFNy 40ng/mL por 48
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entre grupo controle e grupo estimulado foi significativa para todas as linhagens
celulares e genes alvo (p-value <0,0001).



V. Discussao

Estudos prévios que demonstraram o potencial tumorigénico de MSC
ndo sdo suficientemente relevantes para auxilio na tomada de decisdo da
equipe médica dos CPCs, pois foram realizados com MSC que ja haviam
sofrido transformacdo neoplasica durante expansao in vitro (TARTE, et
al., 2010, WANG, 2005). Na realidade clinica, células que demonstram
sinais de transformacdo neoplésica durante expansdo, obviamente ndo séo
candidatas a aplicacdo no paciente. Sendo assim, 0 questionamento mais
relevante para o contexto clinico é se MSC néo transformadas, mas com
baixas concentracdes de alteracOes citogenéticas, incluindo a trissomia 5,
poderiam dar origem a tumores no paciente.

Teoricamente, este € um processo cuja ocorréncia é pouco provavel,
uma vez que a aneuploidia precisaria ser capaz de iniciar um processo de
transformacdo neoplasica ap6s a inoculacdo. A transformacdo de uma
célula normal em célula neoplasica depende de multiplas etapas, pois a
progressdo tumoral precisa do surgimento de novas mutacdes com
potencial de conferir novas caracteristicas tumorais (GRIZZI &
CHIRIVA-INTERNATI, 2006). Novas mutag6es surgem no processo de
divisdo celular, seja por erros de replicacdo do DNA ou problemas de néo-
disjungdo mitdtica. Entretanto, MSC inoculadas in vivo, possuem baixo
poder de fixacdo e geralmente permanecem pouco tempo nos tecidos
(KEAN, et al., 2013). Estudos que rastrearam a permanéncia de MSC in
vivo ndo foram capazes de detecta-las 30 dias apos a inoculacdo (PAN, et
al., 2014, TARTE, et al., 2010). A baixa taxa de fixacdo de MSC nos
tecidos faz com que sejam pouco propicias a sofrerem divisdes celulares,
pois precisam de ancoragem para sofrer mitose, apenas células

transformadas conseguem se dividir independente de ancoragem,
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entretanto, esse ndo é o caso de MSC candidatas a terapia celular (JINKA,
et al., 2012). Portanto, a curta permanéncia e baixa fixacdo inerentes a
MSC apés inoculacdo in vivo, dificultam a ocorréncia de transformacao
neoplasica. De qualquer maneira, um pequeno numero de MSC ainda é
capaz de se fixar nos tecidos (PITTENGER, et al., 2019) e ndo ha como
excluir a possibilidade de transformacéo dessas MSC, principalmente caso
possuam uma alteracéo citogenética clonal.

A trissomia 5, além de recorrente em populac¢des de MSC, se mostrou
capaz de permanecer por longo periodo em tais expansdes, entretanto, seus
clones ndo apresentaram vantagem proliferativa, pois ndo houve um
aumento na quantidade dos clones aneuploides. Apesar das técnicas
citogeneticas utilizadas para quantificacdo da aneuploidia serem distintas,
sdo representativas da populagdo como um todo e sugerem que a populacéo
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 contrario 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 expansdo. Sendo assim, a trissomia 5 ndo parece estar associada a uma
vantagem proliferativa em expansdes de MSC.

As linhagens com a trissomia 5 demonstraram baixo potencial
proliferativo e menor crescimento populacional em relacdo as MSC
euploides. Em contrapartida, as expansdes de MSC com trissomia 5 do
estudo de Tarte e colaboradores (2010), apresentaram dobras
populacionais similares as MSC de caridtipo normal. A possivel
explicacdo para esse evento é que no estudo em questdo, os clones com a
trissomia 5 desapareceram rapidamente, provavelmente como resultado da

selecédo negativa dos clones aberrantes, o que impediu 0 comprometimento
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da expansdo como um todo. Entretanto, no presente estudo, as células com
a trissomia 5 se mantiveram durante a expansao e sua presenca pode ter
Impactado no potencial proliferativo das linhagens MSC-T5.

A resposta de senescéncia precoce resultou no baixo potencial
proliferativo das linhagens com a trissomia 5. A senescéncia celular pode
ser caracterizada pela alta atividade de SA-B-Gal, perda do potencial
proliferativo, alteracdes morfoldgicas e fenotipo secretivo associado a
senescéncia (SASP) (KUMARI & JAT, 2021). A alta atividade de SA-f-
Gal revela que T5-53 ficou senescente precocemente em relagdo as MSC-
E. Apesar da impossibilidade na realizagdo dos ensaios de SA-B-Gal em
T5-50, podemos inferir que a linhagem ficou senescente, pois também
apresentou perda do potencial proliferativo e morfologia tipica de célula
senescente, com celulas grandes e achatadas. Deste modo, as linhagens
com trissomia 5 se tornaram senescentes precocemente em comparagao as
linhagens de MSC euploides. A presenca de clones com aneuploidia pode
ter contribuido com esse processo.

Aneuploidias causam desbalancos génicos, que resultam em grande
mudanca fisioldgica. Células aneuploides usualmente apresentam uma
resposta padrdo, que envolve proliferacdo celular mais lenta, estresse
proteotdxico, maior instabilidade genética e aceleracdo do envelhecimento
celular (CHUNDURI & STORCHOVA, 2019; LEVINE & HOLLAND,
2018). O estresse associado a aneuploidia pode desencadear uma resposta
ao dano de DNA, ativando o gene p53 que inicia um processo de
senescéncia celular ou apoptose (KUMARI & JAT, 2021; OU &
SCHUMACHER, 2018). Portanto, celulas com aneuploidia geralmente
apresentam um comportamento padrdo que envolve menor taxa
proliferativa e senescéncia celular.

Além do estresse padrdo associado a aneuploidia, ha respostas que

sdo cromossomo especificas, ou seja, relacionadas a combinagédo
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especifica de genes presentes no cromossomo alterado. Ha poucos
registros na literatura sobre a resposta cromossomo especifica da trissomia
5. Imagina-se que seja uma alteracdo cromossémica muito deletéria, uma
vez que ha apenas 7 registros de individuos que sdo mosaicos para essa
alteracdo, e ndo ha relato de individuo nascido vivo com a trissomia 5
completa (REITTINGER, et al., 2017). Sua baixa ocorréncia €é indicio de
letalidade. Dentre os casos relatados de individuos mosaico, a maior parte
apresenta multiplas anomalias congeénitas, restricdo de crescimento
intrauterino e atraso no crescimento. Além disso, ha registros de que o
trecho 5935 é sensivel a dosagem; sua duplicacdo estd associada a um
fenotipo nomeado como Sindrome de Sotos reversa, caracterizada por
baixa estatura, microcefalia e atraso no crescimento (BERNHARDT, et
al., 2021). Os sintomas listados acima estdo relacionados a um crescimento
lento, que pode ser explicado pela proliferacdo lenta de células com mais
copias 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 possivel inferir que a trissomia
5 possivelmente esta associada a 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 lentiddo no crescimento populacional ocorreu em
uma intensidade além da esperada. A alteracdo citogenética estava
presente em 10-30% das MSC-T5, por esse motivo, era esperado que a
senescéncia de T5-53 fosse entre 10-30% maior que nas MSC de cariétipo
normal, mas T5-53 tinha mais que o dobro de células senescentes em
relacdo as MSC-E. Concluimos entdo que a resposta de senescéncia nao
veio apenas das células aneuploides, mas também de células de cariotipo

normal. Hipotetizamos que uma inducdo paracrina a senescéncia pode ter
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ocorrido nessas expansdes. Células senescentes possuem um fenotipo
secretivo que tem o potencial de induzir a senescéncia das células vizinhas
saudaveis pela secrecdo de fatores soltveis tais como TGF- (ACOSTA,
et al., 2014) . Nesse sentido, primeiro as células com a trissomia 5 teriam
se tornado senescentes em resposta a aneuploidia e depois foram capazes
de estimular as células vizinhas, resultando na senescéncia precoce de toda
a populacao.

A senescéncia celular impede a transformacéo neoplésica porque
inibe a imortalizacdo celular, uma habilidade importante para o processo
de transformacéo, uma vez que resulta no potencial proliferativo infinito
que garante a possibilidade de aquisicdo de novas mutagdes. Por esse
motivo, celulas com potencial neoplasico precisam se manter
proliferativas evitando a senescéncia celular. Sendo assim, as linhagens
com a trissomia 5 apresentaram um fenotipo oposto ao de uma célula
transformada, com crescimento populacional lento, senescéncia e
diminuicdo no ndmero de células com a alteragdo cromossémica,
sugerindo que a trissomia 5 ndo é capaz de iniciar um processo de
transformacéo celular durante expanséo in vitro.

Apesar das aberra¢Ges cromossomicas estarem presentes em 90% dos
tumores solidos, a ocorréncia 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 estad associada a outras
aberracGes cromossomicas (MITELMAN et al, 2021). Nesse sentido, a
trissomia 5 ndo parece ser uma alteracao citogenética que contribua com o
inicio e progressdo tumoral ou com potencial de desencadear sozinha um
processo de transformacéo neoplasica. A rara presenca da trissomia 5 em
alguns tipos de tumores parece ser resultado da instabilidade genética

inerente a neoplasia.
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MSC humanas derivadas na medula 6ssea com a trissomia 5 ndo
demonstraram potencial tumorigénico quando comparadas com Seus
controles euploides. O processo de progressdo tumoral pode ser demorado
por envolver multiplas etapas, por esse motivo, o estudo in vivo teve
duracdo de 6 meses. A maior parte dos estudos que avaliam o potencial
tumorigénico 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 periodo
de observagéo, os camundongos Balb/c NUDE que receberam MSC com
e sem trissomia 5, ndo desenvolveram tumor. Do mesmo modo, ndo ha na
literatura registros de MSC humanas ndo transformadas que causaram
tumor em animais ou humanos, inclusive MSC com alteracdes
citogeneticas. MSC com a trissomia 5 (TARTE, et al., 2010) e do 7
(MIZUNO, et al., 2021) j& foram inoculadas em humanos, que foram
acompanhados por 2 e 5 anos, respectivamente, sem sinais de formacao de
tumor. Até o momento sO existem relatos de MSC ja transformadas
capazes de dar origem a tumores, portanto, ndo ha evidéncia de que MSC
nédo transformadas podem dar origem a tumores ap0s inoculagéo in vivo.

Além da trissomia 5 aparentemente ndo ser capaz de iniciar um
processo de transformacao celular, para o contexto da terapia celular ainda
€ necessario saber se a alteracdo citogenética resulta no fim de seu
potencial terapéutico. A linhagem T5-53 estava senescente quando o
ensaio de poténcia foi realizado, entretanto a condi¢do nédo inviabilizou a
avaliacdo do impacto da trissomia sobre seu potencial imunomodulador,
afinal MSC senescentes, quando estimuladas com INFy, reestabelecem sua
propriedade imunomoduladora, demonstrando superexpressdo de 1DO e
diminuindo a proliferacédo de linfécitos em co-cultivo.(CHINNADURAI,
et al., 2017). T5-53 quando estimulada com IFNy apresentou um perfil
transcricional imunomodulador (CHINNADURALI, et al., 2018), similar as

MSC de caridtipo normal estimuladas com INFy, com superexpressdo de
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IDO, CXCL9, CXCL10 e CXCL11. Tal resultado indica que a presenca da
trissomia 5 pode ndo impactar em seu potencial terapéutico.

Um resultado contraditério a analise de expressdo génica, foi a analise
de células HLA-DR* em resposta ao estimulo com IFNy, uma vez que T5-
53 IFNy ndo aumentou a porcentagem de células positivas para o
marcador. Chinnadurai e colaboradores (2017) presenciaram 0 mesmo
evento, detectaram que MSC senescentes ndo superexpressam HLA-DR
quando estimuladas com IFNy. Entretanto, a superexpressao de HLA-DR
é dispensavel para o processo de imunomodulacéo, uma vez que MSC sdo
capazes de inibir a proliferacdo de linfocitos, mesmo com o silenciamento
de HLA-DR (CHINNADURALI, et al., 2017). Sendo assim, HLA-DR néo
participa diretamente do processo de imunomodulacdo de MSC, portanto
ndo é um bom marcador para a determinacdo 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 linfécitos T. O silenciamento de IDO diminui a
atividade imunomoduladora de MSC (CHINNADURAI, et al., 2017).
Portanto, a superexpressdo de IDO é um indicador mais representativo de
atividade imunomoduladora. O motivo de T5-53 ndo demonstrar aumento
de células HLA-DR™ foi a sua senescéncia e ndo a perda de seu potencial
imunomodulador que pode ser demonstrado pela superexpressédo de IDO
similar a de MSC de cariotipo normal.

Vale ressaltar que devido aos diversos mecanismos de acéo
explorados em terapia celular, este resultado ndo é capaz de certificar que
todas as propriedades terapéuticas de MSC sdo mantidas na presenca da
trissomia 5. Neste caso, cabe ao centro de processamento celular realizar
0 teste adequado para testar a poténcia desejada para a terapia em questéo,
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
terapéutico, um fator que antes nao era considerado.

Os achados desse estudo ndo devem ser extrapolados para outras
alteragbes cromossomicas. Cada ganho, perda ou translocacéo
cromossomica pode ter diferentes consequéncias. Novos estudos séo
necessarios para a melhor compreensdo das consequéncias de outras
alteracBes citogenéticas em um contexto clinico. Evidentemente, a
preferéncia para infusé@o no paciente deve ser dada a MSC de cariotipo
normal, mas em uma situacdo em que a alteracdo citogenética surgiu
espontaneamente, € importante saber sobre as consequéncias dessa
anormalidade em terapia celular.

Além da andlise citogenética, outros parametros podem ser
considerados para avaliacdo do potencial oncogénico de produtos de MSC.
A possibilidade de transformacéo celular apenas € considerada no caso da
deteccdo de alteracbes citogenéticas, mas esse processo pode ser
desencadeado por alteracbes epigenéticas, génicas e CNVs que néo
poderiam ser detectadas em um cari6tipo convencional, o teste genético
usualmente utilizado na libera¢do de MSC para infusdo em paciente. MSC
de estudos anteriores que sofreram transformacao espontanea apresentam
além das alteracGes cromossémicas, mudancgas morfologicas, mudanca na
expressdo de marcadores de superficie, maior taxa proliferativa e menor
adesdo ao plastico (WANG, et al., 2005; PAN, et al., 2014). Os parametros
listados acima caracterizam, de fato, MSC apds transformacéo neoplésica.
Sendo assim, tais parametros poderiam ser avaliados em conjunto com a
informacdo citogenética de MSC, para uma tomada de decisdo sobre sua

liberagédo excepcional.
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Os achados desse estudo revelam que a presenca de clones com a
trissomia 5 em expansdes de MSC parece néo estar associado ao aumento
do potencial tumorigénico, 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 decisdo
da equipe meédica a respeito da liberacdo excepcional de produtos
autélogos de MSC para terapia celular sob cenarios criticos quando uma

nova coleta ou processamento de MSC né&o for possivel.
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VI. Conclusoes

MSC com a trissomia 5 ndo apresentaram potencial tumorigénico in
vivo, pois ndo foram capazes de gerar tumor em camundongos Balb ¢/
NUDE.

O crescimento populacional de MSC-T5 foi inferior ao de MSC-E.
Uma das linhagens apresentou perda total do potencial de expanséo,

indicando que a trissomia ndo resultou em imortalizacao celular.

A taxa proliferativa de MSC com a trissomia 5 foi significativamente
menor que a de MSC de cariotipo normal, indicando que a trissomia

ndo confere vantagem proliferativa.

MSC com a trissomia 5 apresentaram uma senescéncia precoce em
relacdo as MSC-E, o que justifica a baixa taxa proliferativa e pequeno
crescimento populacional. Todas essas caracteristicas demonstram que
a trissomia 5 ndo causou transformacéo neoplasica durante expansao,

portando néo foi detectado potencial oncogénico in vitro.

A presenca de clones com a trissomia 5 ndo afetou a propriedade
imunomoduladora de MSC-T5, pois assim como as MSC de cari6tipo
normal, T5-53 demonstrou um perfil transcricional imunomodulador

em resposta a estimulacdo com citocina inflamatoria.
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VII. Resumo

Células estromais mesenquimais (MSC) podem ser isoladas e expandidas
para uso em terapia celular. Durante o processo de expansao, podem surgir
alguns clones aneuploides em suas populagdes, que geralmente s&o
descartadas devido ao receio da aneuploidia poder contribuir com a
formacéao de tumores nos pacientes. Entretanto, estudos que demonstram
0 potencial tumorigénico de MSC, utilizam células que ja sofreram
transformacéo neoplasica durante expanséo in vitro. Na realidade clinica,
células que demonstram sinais de transformacdo ndo séo candidatas a
infusdo no paciente. Sendo assim, & mais relevante para o contexto clinico
saber se MSC néo transformadas, mas com clones com aneuploidias,
incluindo a trissomia 5, poderiam dar origem a tumores nos pacientes e se
sdo capazes de manter sua propriedade terapéutica. Para tanto, o potencial
tumorigénico e imunomodulador de MSC com clones da trissomia 5
(MSC-T5) que surgiram espontaneamente durante expansdo para uso
clinico foi avaliado. Células tumorais, MSC-T5 e MSC euploides tiveram
seu crescimento populacional, proliferacéo e senescéncia celular avaliados
comparativamente. A poténcia imunomoduladora foi avaliada por
expressdo génica em reposta a estimulagdo com IFNy e o potencial
tumorigénico in vivo foi investigado por injecdo subcutanea das células em
camundongos Balb ¢/ NUDE. MSC-T5 ndo demonstrou potencial
oncogénico in vitro, pois apresentaram baixo potencial proliferativo e
senescéncia precoce em relacdo aos controles, resultando em baixo
potencial de expansdo. Sua resposta transcricional ao IFNy é compativel
com MSC com poténcia imunomoduladora e nao demonstraram potencial
tumorigénico in vivo. Portanto, MSC-T5 sdo mais seguras e potentes do

que previamente imaginado para uso clinico.
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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 IFNy stimulation and the in vivo tumorigenic potential were
accessed by cell subcutaneous injection into Balb ¢/ 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 IFNy, 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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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo do potencial oncogénico de Células
Mesenquimais Estromais com alteragdes cromossémicas”, registrada com o n? 358/2019,
sob a responsabilidade da Prof. Dr. Oswaldo Keith Okamoto e com a participagdo da
colaboradora Maria Susana Joya Marodin (USP) que envolve a produgdo, manutengdo ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794,
de 08 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA do Instituto de Biociéncias da

Universidade de S3do Paulo, em reunido de 12 de dezembro de 2019.

Vigéncia da autorizagdo: 12/12/2019 a 10/07/2021

Finalidade: Pesquisa Cientifica

Espécie/linhagem:
Camundongo Isogénico (Mus musculus) / Linhagem BALB/c, NUDE
Idade/Peso aprox.: 7 sem/15 - 20g. Qde. e sexo: 25 (F).

Quantidade total: 25 animais
Origem: Biotério Central — FMUSP

OBS.: Qualquer intercorréncia ou alteragdo do projeto em andamento deverd ser
previamente autorizada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA-IB.

3P
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0 Augusto €arlos Magno Fernandes
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animal
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PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESOUNS A
Titulo da Pesquisa: Avaliacdo do pofencial oncogénico de Células Mesenquimais Esiromais com

IHETIIFﬂﬂ'l- cromossimicas.

Pesquissdor Maria Susana Joya Marodin

Arpa Temdtica: Gendtica Humana:
[Trala-se de pesguisa enyoliendo Genética Humana gue ndo Necsssia de andlse
tica por parse da COMEP;

Vars®o: 1

CAAE: 33436418.6.0000.5454

Instituicso Proponenie: Instiuts de Biooénoas da Universidade de Sio Pauls - 1IBUSS
Pairocimador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOE DO PARECER

Numigro 0o Pansces: £.038.980

Apresaniacio do Projoto:

Trata-se de estudo sobre o pofencial umorigénico de células mesenquimais esiromais [MSC) com
alleragies cromossimicas, que se originaram esponianeamenbs durante cullive "in vilro®.
Ohbijetive da Posquisa:

O objefive geral & verficar o polencial umoriginico de céulas mesengquimals estomais (M5C) soladas de
medula dssea humana que, apds cultive "im wilre®, apresentaram alteragfies cromossdmicas.
Especficaments, avaliar (a) se as MSC com alieragfes cromossbmicas s&0 capares de gerar bomar,
quands incodadas em camundongos; (5] proliferaclo & senesoéncia desses células quando oulivadas, em
oomparansa oom as MES oom caridapo normal.

Avallagio dos Riscos o Bereficlos:

Az MESC para este estudo foram doadas pelo Hospital Israelia Albert Enstein {HIAE), 1endo sids exraidas
da medula 4553 de quatro Joadodes & expandidas "in vilro®. Assim, a ulikzacldo dessas células nesle
Projeto de Pesguisa nido fraz nscos pam os doadores. Mo Projeto, & salieniado gue, apesar de mullos
estudos indicarem o surgimento de anomaldades cromossmicas em MSC expandidas para uso em
ierapia oxbalar, pouco S& sabe sobne a5 conseguéncias de @E abemagbes

Endersgn: Mmoo Balis, Toayvesss H, n® X320

Baire  Boiseid CEF: 8308000
L = Municipin: SA0 PRULD
Talwlons: |11 15K -EME! E-mail: cepitcapiii ump br
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Cerreacke de Parsoar 4 DELSE

"in vivo"; assim o frabalho pode condribuir para estabelecimento de profocoios, pelos Centros de
Processamento Celular, relativos as MSC com alberagles cromossdmicas.

Comantarios o Consideracdes sobre a Pesguisa:
Ariiise do projeto:

a) amcsira a ser analisada: quatro amosias de célules mesenguimals esiromais, obidas de medda dssea
duq.mmaupﬁﬂdaiﬂnm.ﬂmmml lsragiia Al Erslein, essas oéulas 530
remanesosnies de esies de qualdade para wso o ierapia celular, que seram descarsdas.

b) procedimentos a que as pESS0as serd0 submetidas: 05 doadores inicials nio serfio submetidos a
qualguer procediments adidonal.

€l infraesTulum disponbel adequada

dj armazenaments de amosirac ndo haverd armazeramenio de amosiras.

&) apoio francein: CAPES

Consideragfes sobre os Termos do apresantacio obrigatoriac

E solcitada dispensa de TCLE, uma vez gue as quatin amostras de céulas foram doadas pedo Hospital
lsraeiia Akt Ersizin, iendo sido exiraidss de medula 0ssea 08 Quat D doadones & culivadas para uso &m
ierapia celular; essas odulas foram geradas denine do Projelo de Pesguisa "Uso de céjulas-tronco adultas
para tratamento de incontinéncia urinara de eshorgo™, CAAE- 1B150613.7.3005.0071, Pesguisador
Responsasel: Rodrigo Cerqueira de Souza. Portanto, estd justificada a dspensa de TCLE.

Recomenidagies:
Mo ha.

Conclusdes ou Pondincies @ Lisa do Inadequapbos:
Mo hi pendéndas.

Consideragdes Finals a critéric do CEP:
Cabe & pesguisadora elaborar & apreseniar, a esie Comild, relabirios anuais (parciats = final), de acordo
oom a Resolugles n® 45612, inciso K12, letra d, do Conselho Macional de Sadde.

Esin pamecer fol slaborado baseado nos docsmanios abaioo relacionados:

Endersgo: Mus do Blallic, Toavesss W, n® X210

Bairoe  Bolseld CEF- 0850800
LW = Wunicipin: A0 PAULDO
Talwlone: |17 0E01-ETEL E-rmil: cepitcapifi unp br
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