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mesenguimais em cultivo prolongado: uma
revisao
Cytogenetic analysis of mesenchymal stem cells in prolonged
cultivation: a review

ABSTRACT

Stem cells (CT) are a constitute group of undifferentiated cells, characterized by
property of originating specialized and self-renewing cells. Among adult stem ¢
mesenchymal stem cells (MSC) which has aroused of particular interest, due to their
plasticity, with the ability to originate cells of mesenchymal and non-mesenchymal lin
in the body. These cells can be expanded for more than 40 generations while maintai
multipotent capacity, however, prolonged in vitro culture procedures can cause a reduc
in mitosis rates and a high probability of accumulation of mutations, characterizil
genetic instability. This work comes to a review on the genetic stability of MSC in I
term cultivation and the importance of cytogenetic methods. A search was performe
the online databases of Google Scholar, PubMed and SciELO, using the expressi
"cytogenetic analysis", "mesenchymal stem cells" and "chromosomal aberrations".
therapeutic use of CTM requires quality control, safety and traceability programs. Thi
is necessary to use cytogenetic tests such as: Banding G analysis, considered the
standard in conventional cytogenetics; “Comet Assay” technique, standard for asses
DNA damage and repair; and the Micronucleus Test, which analyzes chromost
instability. There is no consensus as to the most appropriate methods and parametel
certify the safety of MSCs grown in vitro, requiring additional studies and
methodological approaches, such as molecular analyzes.

RESUMO

As células-tronco (CT) constituem um grupo de células indiferenciadas,
caracterizado pela propriedade de originar células especializadas e de
autorrenovagao. Dentre as células tronco adultas, as células-tronco mesenquimais
(CTM) compdem um grupo que vem despertando particular interesse, devido a sua
elevada plasticidade, com a capacidade de originar, no organismo, células de
linhagem mesenquimal e ndo mesenquimal. Essas células podem ser expandidas por
mais de 40 geracbes, mantendo capacidade multipotente; no entanto, o0s
procedimentos de cultivo prolongado in vitro, podem provocar redugdo nas taxas de
mitose e uma grande probabilidade de acimulo de mutagdes, caracterizando uma
instabilidade genética. Este trabalho trata de uma revisdo sobre estabilidade genética
das CTM, em cultivo prolongado, e a importancia dos métodos citogenéticos. Foi
realizada uma busca nas bases de dados on-line do Google Scholar, PubMed e
SciELO, por meio das expressdes, “analise citogenética”, “células-tronco
mesenquimais” e “aberragdes cromossomicas”. O uso terapéutico de CTM requer
programas de controle para qualidade, seguranca e rastreabilidade. Assim, é
necessario 0 uso de testes citogenéticos como: andlise em Bandeamento G,
considerada padrdo-ouro na citogenética convencional; técnicade “Ensaio do
Cometa”, padrdo para avaliar os danos e reparacdo no DNA; e o Teste de
Microndcleo, que analisa a instabilidade cromossémica. Nao ha consenso quanto aos
métodos e aos parametros mais adequados para atestar a seguranga das CTM,
cultivadas in vitro, sendo necessarios estudos adicionais e novas abordagens
metodoldgicas, como analises moleculares.
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INTRODUGAO

As células-tronco (CT) constituem grupo de células
indiferenciadas, caracterizadas pela propriedade de originar
celulas especializadas e de autorrenovacdo (CHEUNG e
RANDO, 2013). As células-tronco tém sido classificadas em
dois grupos: células-tronco embrionéarias (CTE) e células-
tronco adultas (CTA) (ROCHA et al., 2012). As CTA se
dividem em células-tronco mesenquimais (CTM) e células-
tronco hematopoiéticas (CTH) (BIANCO et al., 2008).

Dentre as CTA, as CTM compdem um grupo que vem
despertando particular interesse, devido a sua elevada
plasticidade, podendo originar, no organismo, células de
linhagem mesenquimal e ndo mesenquimal (MONTEIRO,
ARGOLO NETO, DEL CARLO, 2010). Essas células se
tornaram uma alternativa terapéutica atrativa, com amplo
espectro de aplicacBes clinicas, no contexto de terapia
celular, sendo caracterizadas por possuirem potencial de
diferenciacdo em linhagens celulares osteogénica,
adipogénica, condrogénica; pela capacidade de proliferacdo;
pelo crescimento in vitro aderido ao plastico e por

apresentarem morfologia semelhante a fibroblastos
(BYDLOWSKI et al., 2009). Ademais, possuem
propriedades imunossupressoras e Sdo capazes de

secretarem moléculas bioativas que exercem efeitos troficos,
que ampliam as possibilidades de utilizagdo terapéutica
(MONTEIRO, ARGOLO NETO, DEL CARLO, 2010).

Devido a essas caracteristicas, as CTM tém sido
consideradas uma fonte atrativa de regeneracdo tecidual
(KINGHAM et al., 2007). Podem ser expandidas por mais
de 40 geragdes, mantendo capacidade multipotente, porém
os procedimentos de cultivo prolongado in vitro podem
provocar redugdo nas taxas de mitose e grande probabilidade
de acumulo de mutacdes, caracterizando instabilidade
genética. Assim sendo, é desaconselhdvel seu uso clinico
nessas condi¢des (DEANS, MOSELEY, 2000).

O comprometimento da integridade genética representa
um risco a ser considerado nos procedimentos de terapia
celular (MALAGUTTI-FERREIRA, 2016). E importante a
identificacdo de anormalidades cromossémicas em CT com
potencial uso terapéutico, uma vez que, in vivo, 0s danos
cromossdmicos poderiam resultar em distintos processos
patologicos e carcinogénese (CATALINA, 2007). A
expansdo e cultura, em longo prazo, tornam-se
imprescindiveis ao controle da qualidade das células e da
genotoxicidade e mutagenicidade, a fim de avaliar a
estabilidade genética de CTM, cultivadas in vitro, para
conferir seguranca aos procedimentos de terapia celular
(LAMBERT et al., 2011).

DESENVOLVIMENTO

Este trabalho trata de uma revisdo de literatura, de
natureza descritiva e abordagem qualitativa, sobre
estabilidade genética das CTM em cultivo prolongado e a
importancia dos métodos citogenéticos na seguranca dos
procedimentos de terapia celular. Foi realizada uma busca
nas bases de dados on-line do Google Scholar, PubMed e
SciELO, por meio das expressdes “andlise citogenética”,
“células-tronco mesenquimais” e “aberragdes
cromossOmicas”. Para a sele¢do das publicagdes, utilizou-Se,
como critérios de inclusdo, as pesquisas cientificas
completas, gratuitas e com conexao direta ao tema.
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As CTM foram primeiramente isoladas da medula 6ssea,
que se encontram localizadas no compartimento basal
medular, sendo responsaveis pela hematopoiese e pela
diferenciacdo em linhagens mesenquimais (BIANCO et al.,
2008). A presenca de CT ndao hematopoiéticas, na medula
6ssea, foi primeiramente sugerida pelo patologista aleméo
Julius Clonheim, em 1867. Desde que essas células foram
identificadas em trabalhos realizados por Friedenstein e
outros (1970), despertaram enorme interesse em pesquisa,
especialmente pelo seu potencial para uso em terapia celular.
Na época, devido a semelhangca morfoldgica com
fibroblastos em cultura, foram denominadas unidades
formadoras de colénia fibroblastica (UFC-F) (TORRES,
2009).

Segundo Giordano e outros (2007) e Kingham (2007), as
CTM possuem propriedades multipotentes de diferenciacéo,
podendo originar células de linhagem mesenquimal e nao
mesenquimal.  Constituem um grupo de células
clonogénicas, caracterizadas por possuirem potencial de
diferenciacdo em linhagens osteogénica, adipogénica,
condrogénica; pela capacidade de proliferacdo; pelo
crescimento in vitro aderido ao plastico e com morfologia
semelhante a fibroblastos (BYDLOWSKI et al., 2009). A
capacidade imunomodulatéria das CTM é outra
caracteristica que vem sendo cada vez mais estudada pelos
pesquisadores, mostrando que podem modular o sistema
imune através de atividades importantes para a manuten¢édo
de tolerancia periférica, transplantes, autoimunidade, evasao
tumoral e tolerdncia materno-fetal (NAUTA e FIBBE,
2007). Ademais, possuem habilidade quimiotatica e
migracao para areas de lesdo ou inflamagdo (AGGARWAL
e PITTENGER, 2005).

As CTM podem ser isoladas a partir de distintos tecidos,
como polpa dentaria humana imatura, tecido adiposo,
peridsteo, 0sso trabecular, musculo esquelético, membrana
sinovial, sangue, pele ou fluido sinovial; mas a fonte
primaria de isolamento, em adultos, é a medula Ossea
(BYDLOWSKI et al., 2009). Estéo associadas a presenca de
marcadores especificos de superficie que incluem CD44,
CD29, CD90, CD105 e CD73, caracteristicos de células
mesenquimais, e a auséncia de CD14, CD45 e CD34
presentes em linhagens hematopoiéticas (LI et al., 2011).

O uso terapéutico de CTM requer programas de controle
de qualidade, seguranca e rastreabilidade. Um dos principais
problemas, em linhagens derivadas de CT, é a possibilidade
do surgimento de alteracBes cromossdmicas, que podem
explicar, em parte, seu potencial tumorigénico in vivo
(CATALINA et al,, 2008; FOUDAH et al., 2009). As
alteragBes cromossdmicas sdo importantes, quando ocorrem
de forma clonal, ou seja, quando aparecem em mais de uma
célula analisada. Tais alteragbes clonais podem ser
numéricas e estruturais. Ambas causam distdrbios no
desenvolvimento celular, o que levam a apoptose ou
distarbios proliferativos (FANTINATTI et al., 2011).

As alteragBes cromossdmicas numéricas incluem
aneuploidia e euploidia. As aneuploidias podem ser
classificadas de acordo com a quantidade de cromossomos
presentes: monossomia (1 cromossomo presente), trissomia
(3 presentes), tetrassomia (4 presentes) e nulissomia
(auséncia do par de cromossomos) (SARDINHA, 2015). As
alteragBes cromossdmicas estruturais incluem delegdo,
duplicagdo, formagdo de anel, translocacdo e inversdo
(DUESBERG et al., 2005; PAYAO, 2009).

21



AlteracBes genéticas, desde uma mutacao de ponto, até
monossomias e trissomias cromossémicas, podem ser
adquiridas durante a expansdo de célula-tronco in vitro
(BEN-DAVID et al., 2012). De acordo com Ferreira (2014),
os trabalhos publicados, tanto descrevendo a ocorréncia de
alteracbes em CTM cultivadas, quanto a manutencdo da
normalidade, sdo consensuais quanto a necessidade de se
atestar a seguranca destas células para o uso clinico. No
entanto, ndo ha consenso quanto aos métodos e aos
pardmetros mais adequados para se alcancar tal objetivo. Os
relatos contraditérios sobre o cultivo e aplicacdo terapéutica
de CTM demonstram urgéncia no desenvolvimento de
algoritmos de controle de qualidade para o desenvolvimento
das pesquisas pré-clinicas, para sua futura transferéncia e
para as fases clinicas de estudo.

Dentre o0s testes citogenéticos mais comumente
utilizados, encontra-se a andlise em bandeamento G,
considerado padrdo-ouro na citogenética convencional,
sendo utilizado para detectar possiveis alteracdes numeéricas
e/ou estruturais nos cromossomos obtidos das diferentes
passagens de culturas de CTM. Esse método tem como
objetivo tornar visivel as bandas de cada cromossomo,
permitindo, assim, identifica-los e avaliar possiveis
aberragdes (PAYAO et al., 2009). Além disso, a
cariotipagem por bandeamento G permite a analise de todo
genoma em um Unico experimento.

A técnica “Ensaio do Cometa” (EC) se destaca como
uma técnica padrdo para avaliar os danos e a reparagdo no
DNA, devido a sua sensibilidade para a detec¢do de niveis
baixos desses danos (FAUST et. al., 2004; TICE et al.,
2000). O EC consiste em fazer passar uma corrente elétrica
pelas células, proporcionando a migracéo dos fragmentos de
DNA livres, resultantes de quebras, para fora do ndcleo.
Apos a eletroforese, as células que apresentarem nicleo
intacto com membrana bem delimitada sdo consideradas
sem danos; ja as células identificadas visualmente com
“cauda”, formadas pelos fragmentos de DNA, sdo
consideradas células com danos detectaveis e classificadas
quanto ao tamanho da cauda (BETTI; LOPRIENO;
BARALE, 1994).

A instabilidade cromossdmica, caracterizada como
anormalidade genética, pode ser ainda demonstrada pela
analise de microntcleo (MCN) (DUESBERG et al., 1998),
estruturas formadas por fragmentos cromossdmicos e/ou
cromossomos inteiros, ndo incluidos nos nucleos filhos,
durante a divisdo celular, resultando na formacdo
microndcleos (HOLLAND et al., 2008; MEIRELES,
CERQUEIRA, 2011). Considera-se o teste de MCN como
um biomarcador ocupacional em células expostas a agentes
guimicos genotoxicos, além de possivel indicador de sinais
carcinogénicos precoces. A frequéncia de MCN, nas células,
aumenta em tecidos expostos aos carcinogéneos, antes que
qualquer sintoma clinico se manifeste (SINGARAJU et al.,
2012).

Diversas pesquisas foram realizadas em humanos, como
analise da estabilidade genética de células-tronco
mesenguimais humanas (CORNELIO, 2012); avaliagdo da
integridade gendmica em células-tronco cultivadas
(BORGONOVO, 2016); analise da integridade gendmica
em células-tronco mesenquimais, derivadas do tecido
adiposo (MALAGUTTI FERREIRA, 2016). Estes estudos
demonstram a extrema importancia do monitoramento de
CTM, cultivadas in vitro, por meio de testes citogenéticos,
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garantido a rastreabilidade, seguranga e confiabilidade no
uso terapéutico dessas células.

CONSIDERACOES FINAIS

As células-tronco mesenquimais, cultivadas por periodo
prolongado in vitro, podem acumular alteracdes
cromossOmicas e ter sua taxa de mitose reduzida, gerando
assim uma instabilidade genética, o que pode explicar o seu
potencial tumorigénico. Ainda ndo ha consenso quanto as
técnicas e aos parametros mais adequados para atestar a
seguranca dessas células. Assim, imp&em-se a necessidade
de estudos adicionais e novas abordagens metodoldgicas,
como andlises mediante técnicas moleculares. Busca-se
avaliar, com maior consisténcia e seguranca, 0 emprego de
CTM em procedimentos de terapia celular in vivo
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