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Capitulo 1

CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

1 CELULAS-TRONCO

O termo “células-tronco” (do inglés, stem cells) é usado para denominar células indiferenciadas
capazes de autorrenovacdo e diferenciagdo. Suas principais atuacfes podem envolver desde o
desenvolvimento do embrido (embriogénese) até a regeneracao tecidual (renovacao e reparagdo de lesdes
teciduais) no organismo adulto. Essas células podem ser classificadas quanto a sua origem, sendo elas:
células-tronco embrionérias (ESCs — do inglés, embryonic stem cells) e células-tronco adultas (ASCs — do
inglés, adult stem cells); ou quanto a sua plasticidade, sendo elas: células-tronco totipotentes, pluripotentes
ou multipotentes (BOHELER et al., 2002; WOBUS; BOHELER, 2005). O termo plasticidade indica a
capacidade que a célula-tronco apresenta de se diferenciar em células de diferentes tecidos. Por exemplo, a
célula-tronco totipotente é capaz de formar os anexos extraembrionarios (placenta, &mnio e vesicula
vitelina); enquanto as células-tronco pluripotentes ndo possuem essa capacidade, embora ambas possam se
diferenciar nos demais tecidos do organismo. Logo as células-tronco totipotentes sdo mais “plasticas” que
as células-tronco pluripotentes (£OS; SKUBIS; GHAVAMI, 2019), como é ilustrado na Figura 1.

Figura 1: Plasticidade das Células-tronco.

- Celulas-tronco;

pluripotentesinduzidas A R .
Celllas-tronco)

[otipetentes

- Celulas-tronco;
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Fonte: Proprio autor. llustragéo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

As células-tronco provenientes do embrido sdo responsaveis pela formagdo do organismo como um
todo. Dentre elas, é possivel observar células-tronco totipotentes e pluripotentes (Figura 2). As células-

tronco totipotentes (TSCs — do inglés, totipotent stem cells) estdo presentes no primeiro estagio de
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desenvolvimento do embrido, mais especificamente nos estagios de 2 a 8 células apds a formagéo do zigoto
(BAKER; PERA, 2018; WOBUS, 2001), e sdo responsaveis por dar origem a todas as células da estrutura
primaria do embrido, incluindo os folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma) e 0s anexos
extraembrionérios (BAKER; PERA, 2018; LOS; SKUBIS; GHAVAMI, 2019). J& as células-tronco
pluripotentes (PSCs - do inglés, pluripotent stem cells), também conhecidas como células-tronco
embrionarias, originam-se das TSC; sdo encontradas originalmente na massa celular interna do blastocisto
e sdo capazes de se diferenciar nos trés folhetos embrionarios, os quais vao originar todos os demais tipos
celulares do organismo (LOS; SKUBIS; GHAVAMI, 2019; OH; CHOO, 2011). Diferentemente das células
totipotentes, as pluripotentes ndo sdo capazes de gerar um ser vivo completo, ja que ndo sdo capazes de
gerar 0s anexos extraembrionarios, porém apresentam alta plasticidade e elevado potencial de diferenciacdo
em todas as células especializadas do individuo adulto, quando em condicdes pré-definidas (BLANPAIN;
FUCHS, 2014).

Dentre as células pluripotentes, existem as células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs — do
inglés, induced pluripotent stem cells), que séo fruto dos avancos no conhecimento da engenharia genética.
Essas células sdo obtidas a partir da reprogramacdo de uma célula especializada para que esta retorne ao
seu estado indiferenciado, ou seja, estado em que apresenta expressao de genes préoprios das células-tronco
embrionarias, como também caracteristicas e propriedades morfoldgicas (ANDRADE, 2015). Através
dessa abordagem é possivel obter células-tronco com caracteristicas pluripotentes, tipicas de células-tronco

embrionarias sem haver a necessidade de manipular um embrido (Figura 2).

Figura 2: Classificacdo das Células-tronco.

Células-tronco Células-tronco Anexos embrionarios
do embride totipotentes \
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Endoderma
Células-tronco /
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»
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induzidas
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(diferenciadas)

3

Fonte: Proprio autor. lustragéo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

Quanto a origem das células-tronco, elas também podem ser classificadas como células-tronco
adultas (Figura 2), as quais sdo encontradas em oOrgaos e tecidos completamente formados e funcionais,
podendo ser observadas em qualquer fase da vida ap0s o nascimento (p6s-natal). Funcionam como uma

reserva de células precursoras, envolvidas na manutengdo e reparo tecidual ao longo da vida. Quanto a
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manutenc¢do tecidual, atuam principalmente em locais de constante reposicdo celular, como o epitélio
intestinal, o qual demanda alta taxa de renovacéo celular. Podem ainda atuar na regeneracao/reparo celular,
como por exemplo no tecido epitelial no qual, ao haver uma lesdo local, as células-tronco sdo utilizadas
para reparo (BLANPAIN; FUCHS, 2014). Nesses dois processos, as células-tronco adultas se mantém em
uma quantidade basal no tecido (por meio da autorrenovacao) até que fatores do meio (sinalizacdo interna
em resposta a demanda tecidual) induzam a sua diferenciacdo (BLANPAIN; FUCHS, 2014).

Quanto a plasticidade, as células-tronco adultas séo caracterizadas como multipotentes (Figuras 1 e
2), ou seja, sdo capazes de gerar um grupo limitado de tipos celulares (isto €, células derivadas do
endoderma, ou do mesoderma ou do ectoderma). Por exemplo, os tipos celulares do ectoderma sdo 0s
tecidos epidérmico e nervoso; em relacdo ao mesoderma, este da origem a tecidos como musculos, 0ssos e
0s componentes do sangue; ja o endoderma pode levar a formacao de tecidos como figado, pancreas, trato
gastrointestinal e pulmdes (LOS; SKUBIS; GHAVAMI, 2019; OH; CHOO, 2011).

Dentre as células-tronco multipotentes, as mais estudadas s@o as hematopoiéticas e mesenquimais
(Figura 3). As células-tronco hematopoiéticas (HSCs — do inglés, hematopoietic stem cells) ddo origem as
células do sangue e apresentam duas classes de linhagem: a linfoide e mieloide (Figura 3a). A linhagem
linfoide da origem as células natural killer (NT), linfécitos T e B; enquanto a linhagem mieloide origina os
granuldcitos, mondcitos, eritrocitos, megacariocitos e mastdcitos (IWASAKI; AKASHI, 2007). Ja as
células-tronco mesenquimais (MSCs - do inglés, mesenchymal stem cells) dao origem a diferentes tecidos,
dentre eles o tecido 6sseo, o tecido adiposo, os condroblastos (células responsaveis pela formacao da matriz

de cartilagem), tecido muscular e vascular (Figura 3b) (OH; CHOO, 2011). Ambas as células-tronco séo

encontradas na medula 6ssea, no sangue periférico e corddo umbilical, porém as mesenquimais também
podem ser encontradas no tecido adiposo (ZUK et al., 2002), disco intervertebral (MIZRAHI et al., 2013),
tecido conjuntivo do musculo esquelético (JANKOWSKI; DEASY; HUARD, 2002), periosteo
(NAKAHARA et al., 1990), entre outros.
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Figura 3: Classificacdo das Células-tronco Mesenquimais e Hematopoiéticas e suas respectivas linhagens celulares de
diferenciacéo.
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Fonte: Proprio autor. llustragéo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

Estudos recentes investigam a hipdtese de que as células-tronco mesenquimais estejam presentes
em diversos 6rgaos e tecidos sob a forma de pericitos (células que revestem os vasos sanguineos), 0s quais
atuam como fonte de MSCs em resposta a lesdo ou atuando na homeostase (YIANNI; SHARPE, 2019).
Essa hipdtese surgiu com um experimento comparativo entre as MSCs e 0s pericitos, avaliando seus sitios
de origem (estudos in vivo) e seus respectivos marcadores celulares (CAPLAN, 2008). Observou-se que
células com os respectivos marcadores das MSCs também expressavam marcadores de pericitos. O autor
do experimento sugere que todas as MSCs sejam pericitos, mas que nem todos os pericitos sejam MSCs
(CAPLAN, 2008). Supde-se que, em resposta a uma lesdo ou manutencdo da homeostase, 0s pericitos se
desprendam da parede do vaso sanguineos e ajam como as células-tronco mesenquimais genuinas, podendo
se proliferar e mover-se para a area da lesdo, onde se diferenciem em células especificas do tecido para
facilitar o reparo local (YIANNI; SHARPE, 2019). Essa é uma hipdtese ainda em estudo, sendo que

atualmente ndo ha consenso na comunidade cientifica.

2 CARACTERISTICAS DAS CELULAS-TRONCO/ESTROMAIS MESENQUIMAIS
Nas ultimas décadas, células isoladas da medula 0ssea e de outros tecidos que apresentavam

aderéncia ao plastico foram denominadas como células-tronco mesenquimais, porém observou-se que
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diversos estudos pré-clinicos e clinicos ndo abordavam as propriedades correspondentes a célula-tronco
dessa populacéo celular ndo fracionada (HORWITZ et al., 2005). Ou seja, as propriedades biologicas dessa
populacdo ndo fracionada de células plastico-aderentes ndo atendiam aos critérios geralmente aceitos para
a classificagdo como células-tronco, tornando o nome cientificamente impreciso (HORWITZ et al., 2005).
A partir de entdo, O Comité de Células-tronco Teciduais e Mesenquimais (“Mesenchymal and Tissue Stem
Cell Committee”) da Sociedade Internacional de Terapia Celular — ISCT (“International Society for
Cellular Therapy”) determinou que as células plastico-aderentes seriam denominadas como células
estromais mesenquimais multipotentes (do inglés, multipotent mesenchymal stromal cells), enquanto o
termo “‘células-tronco mesenquimais” deveria ser utilizado para aquelas células que apresentassem
atividade de autorrenovacdo de longa duracdo e diferenciacdo em tipos celulares especificos in vivo
(DOMINICI et al., 2006; HORWITZ et al., 2005).

Essa é uma discussdo em aberto e que ndo ha consenso na comunidade cientifica. Devido a isso 0
acrénimo MSC vem sendo utilizado para referir-se aos termos: célula-tronco mesenquimal, célula estromal
mesenquimal e célula estromal multipotente, dependendo da terminologia adotada pelo autor. Neste
trabalho o acrénimo MSC referenciard ao termo Célula-Tronco Mesenquimal, visando facilitar o
entendimento do leitor quanto aos topicos abordados neste trabalho, e englobar as células com
caracteristicas referentes a células-tronco e com aquelas definidas pelo Comité de Células-tronco Teciduais
e Mesenquimais, descritas a seguir.

O Comité de Células-tronco Teciduais e Mesenquimais da ISCT determinou alguns parametros
béasicos para definir as MSCs humanas multipotentes, cujas caracteristicas basicas incluem autorrenovacédo
e diferenciacdo durante investigacGes laboratoriais e estudos pré-clinicos (DOMINICI et al., 2006), sendo
eles (Figura 4):

° Plastico-aderente em condic@es de cultura padréo;

° >95% da populacéo de MSCs deve expressar os marcadores: CD105, CD73 e CD90;

° Marcadores silenciados (expressdo positiva < 2%): CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD19a ou
CD19, e HLA classe II;

° Diferenciacdo em osteoblastos, adipécitos ou condroblastos em condicdes de diferenciagdo in

vitro padrao.
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Figura 4: Caracteristicas das Células-tronco Mesenquimais
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Em condicBes tradicionais de cultivo celular (in vitro), as MSCs aderem a superficie pléastica e emitem prolongamentos
citoplasmaéticos, conferindo-as formato fusiforme e/ou “estrelado”, caracteristico deste tipo celular. (+) marcadores moleculares
presentes; (-) marcadores moleculares silenciados. Fonte: Proprio autor. lustragdo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

2.1 PRINCIPAIS TECIDOS USADOS PARA COLETA DE MSC

As MSCs originarias de diferentes tecidos divergem devido ao distinto microambiente de cada
tecido onde se alojam. Cada uma destas células esta condicionada ao microambiente de origem, 0 que as
torna diferentes umas das outras quanto a capacidade propria de diferenciacdo (CAPLAN, 2019). Diante
dessas diferencas, serdo abordadas as principais fontes de MSCs e particularidades dos principais tecidos

estudados.

2.1.1 Medula 6ssea

A primeira fonte descrita de células-tronco mesenquimais é a medula 6ssea, composta por células
hematopoiéticas e estromais, dentre as quais uma pequena por¢do (~0.001%-0.01%) é representada pelas
MSCs - denominadas BM-MSCs (do inglés, bone marrow derived mesenchymal stem cells) (GARA et al.,
2017; MCDANIEL et al., 2017).

Dependendo da finalidade do uso das BM-MSCs, elas podem ser coletadas da crista iliaca ou do
0sso trabecular. Para fins terapéuticos, as BM-MSCs sao coletadas principalmente a partir da crista iliaca
conforme protocolo padronizado (LENNON; CAPLAN, 2006). Podem ainda ser coletadas a partir do 0sso
trabecular (tecido esponjoso mais leve, revestido por uma camada exterior rigida conhecida como 0sso
compacto), o que acontece principalmente durante procedimentos ortopédicos cirurgicos, como
substituicdo do quadril por protese (OREFFO et al., 1999).
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2.1.2 Tecido adiposo

As MSCs podem ainda ser obtidas a partir do tecido adiposo, quando sdo também denominadas
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (AD-MSCs). Nesse caso, podem ser coletadas a partir de
biopsia de um fragmento de tecido adiposo adulto (60-70 g de tecido) (Figura 5) ou extraidas pelo
procedimento de lipoaspiracdo (200 mL gordura extraida) (KERN et al., 2006; KOCAOEMER et al., 2007).
As AD-MSCs sédo similares morfoldgica e imunofenotipicamente as MSCs derivadas de medula dssea,
porém apresentam maior capacidade de formar unidades formadoras de col6nias do tipo fibroblastos (do
inglés, Colony Forming Unit Fibroblast-like - CFU-Fs) (KERN et al., 2006). Sendo assim, o tecido adiposo
é uma fonte atraente de MSCs para medicina regenerativa quando comparado & medula dssea, pois as AD-
MSCs sdo relativamente faceis de obter, possuem baixo risco para os doadores e apresentam maior
rendimento, com maior nimero de MSCs por mL, sendo que a taxa de sucesso de isolamento é 40 vezes
mais elevada (CCB, 2021; MIZUNO; HYAKUSOKU, 2003).

Figura 5: llustracéo da coleta de amostras de tecido adiposo para isolamento de MSCs

As AD-MSCs podem ser isoladas a partir de amostras do tecido adiposo tanto de roedores (A), localizado na regido abdominal
e inguinal (delimitada pela linha pontilhada), como também de humanos (B) submetidos & abdominoplastia para remocéo do
excesso de pele e gordura do abdémen. Fonte: Proprio autor. llustragdo: Flavia Luisa Dias-Audibert.
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2.1.3 Cordéao umbilical

Além da medula 0ssea e tecido adiposo, outra fonte de MSCs é o cordao umbilical, seja o sangue
do corddo ou a Geleia de Wharton. O método de coleta a partir do sangue ja esta bem estabelecido, o que
contribui para a criagcdo de bancos de estocagem, facilitando a obtengdo de MSCs para fins terapéuticos
(GARA et al., 2017). A obtencdo das MSCs e eficacia de coleta depende do método aplicado, da qualidade
dos insumos utilizados e das caracteristicas do paciente. Para que esse procedimento seja bem-sucedido
(eficiéncia superior a 60%), € necessario, por exemplo, que a coleta de MSCs seja realizada em até 15 horas
apos o parto e com um volume de pelo menos 33 mL do sangue do corddo. O rendimento minimo para uma
coleta de sucesso deve apresentar pelo menos 1x108 células e sem sinais de coagulacdo ou hemolise das
amostras (BIEBACK, 2004). Esses parametros sdo necessarios, ja que a eficacia do isolamento das MSCs
pode variar também de acordo com a idade materna, consumo de alcool e cigarro, método de parto (natural
ou cesérea), tempo de gestacdo, tamanho da placenta e do corddo umbilical.

O método de coleta a partir da Geleia de Wharton (matriz do cordao umbilical) é uma alternativa a
coleta a partir do sangue, devido aos diversos fatores descritos acima que podem influenciar na obtencéo
das MSCs (WANG et al., 2004). Esse método envolve a obtencdo do corddo e o seu transporte até o
laboratério em condigbes assépticas. Em laboratorio, o material é processado para que o isolamento e
proliferacdo das células aderentes seja realizado e as células obtidas sigam para 0 armazenamento
(criopreservacdo a -196°C) e utilizacdo futura (WANG et al., 2004). Vale ressaltar que o processo de
armazenamento de MSC é o mesmo utilizado, quando as células-tronco mesenquimais sdo obtidas da

medula éssea e do tecido adiposo.

2.1.4 Sangue Periférico

Ainda é possivel encontrar MSCs no sangue periférico, embora em baixas quantidades (menos de
0.5% das células presentes no sangue). Essa quantidade aumenta sob o estimulo de fatores de crescimento,
fazendo com que as MSCs presentes na medula Gssea e nas reservas de pericitos sejam liberadas
(INSTITUTO HOC, 2021). Para aumentar o rendimento da coleta a partir do sangue periférico, realiza-se
0 procedimento de mobilizacdo, em que essas células-tronco migram para o sangue periférico. Nesse
procedimento sdo usadas citocinas recombinantes, sendo elas Fator Estimulador de Coldnia de Granulécitos
(do inglés, Granulocyte Colony-Stimulating Factor - G-CSF) ou Fator Estimulador de Col6nia de
Granulocitos / Macrofagos (do inglés, Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor - GM-CSF),
associadas ou ndo a quimioterapicos (INSTITUTO HOC, 2021; KASSIS et al., 2006). A mobilizacao leva
ao aumento de aproximadamente 4 vezes na quantidade de MSCs disponiveis para coleta, o que pode

contribuir com a escolha do método a depender das condic¢des do paciente (RIPA et al., 2007).
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3 PROPRIEDADES
3.1 POTENCIAL DE DIFERENCIACAO

Como proposto pelo Comité de Células-tronco Teciduais e Mesenquimais do ISCT, as células-
tronco mesenquimais devem ser capazes de se diferenciar pelo menos em adipécitos, osteoblastos e
condroblastos em condigdes padrdo in vitro (DOMINICI et al., 2006). Atualmente existem diversos
protocolos que podem ser aplicados, dependendo da fonte de coleta das MSCs e do tipo celular diferenciado
desejado. A seguir serdo brevemente descritas as condi¢es necessarias do protocolo mais estudado, para

que cada diferenciacdo ocorra. Essas informag0es estdo resumidas na Figura 6.

Figura 6: Processo de diferenciacdo das MSCs
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Fonte: Proprio autor. lustragéo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

A diferenciagéo osteogénica ocorre a partir da incubagdo de uma cultura em monocamada de MSCs
com os componentes: B-glicerol-fosfato, acido ascorbico-2-fosfato, dexametasona e soro fetal bovino. Apos
diferenciacdo, as células devem apresentar morfologia caracteristica de osteoblastos e altos niveis de

fosfatase alcalina e célcio (Figura 7). Um dos  métodos de validacdo a ser usado € a coloracdo de Von

Kossa, em que a cultura é submetida a uma solucdo de nitrato de prata e luz para quantificar a deposicao
de célcio da cultura (BARRY; MURPHY, 2004).
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Figura 7: Diferenciacdo osteogénica

(i)

Diferenciagdo osteogénica in vitro de células-tronco/estromais eéenquimais derivadas de tecido adipos humano, isoladas por
meio de técnicas de digestdo enzimatica (A) e dissociagdo mecanica (B), com matriz dssea corada com Alizarin Red S. Fonte:
Adaptado de Fuoco et al., 2020.

Ja para diferenciacdo adipogénica, a monocamada de MSCs é incubada com isobutilmetilxantina
para formar adipécitos com vacuolos lipidicos. O método de validacdo a ser usado é a visualizacdo dos
vacuolos lipidicos dentro dos adipdcitos (Figura 8), que pode ser viabilizada através da coloracdo com Qil
red, uma técnica que usa 6leo sollvel em gordura para corar lipidios e gordura em sec¢des congeladas
(BARRY; MURPHY, 2004).

Figura 8: Diferenciacdo adipogénica

Diferenciagdo adipogénica in vitro de células-tronco/estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano, isoladas por
meio de técnicas de digestdo enzimatica (A) e dissociacdo mecanica (B), com vacuolos lipidicos no interior citoplasmético
corados com QOil red O. Fonte: Adaptado de Fuoco et al., 2020.

Por fim, a diferenciacdo condrogénica é estimulada inicialmente com uma cultura tridimensional no
meio livre de soro e suplementado com fator de crescimento-g (BARRY; MURPHY, 2004). Durante esse

processo, as MSCs comecam a produzir camadas de matriz de cartilagem preenchidas com
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glicosaminoglicanos (Figura 9). O método de validagdo usado consiste na visualizagdo desse componente
da matriz de cartilagem através de um corante policromatico, que pode ser o indicador azul de toluidina,
responsavel por identificar os glicosaminoglicanos (BARRY; MURPHY, 2004).

Figura 9: Diferenciacdo condrogénica
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Diferenciagdo condogénicain vitro de células-tronco/estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano, isoladas
por meio de técnicas de digestdo enzimatica (A) e dissociacdo mecanica (B), com a sintese de proteoglicanos corada com Alcian
Blue. Fonte: Adaptado de Fuoco et al., 2020.

3.2 PROPRIEDADE IMUNOMODULATORIA

As MSCs sdo caracterizadas pela baixa expressdo do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe Il e pela auséncia de moléculas CD80 e CD86 (moléculas coestimuladoras que auxiliam na
sinalizacdo de apresentacdo de antigeno pelo MHC I1l). Tais caracteristicas conferem “invisibilidade”
imunoldgica, pois o sistema imunolégico é incapaz de detectar essas células como ndo-préprias, o que as
torna imunoprivilegiadas (GHANNAM et al., 2010; KEAN et al., 2013).

Figura 10: Efeitos imunomodulatorios das MSCs
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Fonte: Proprio autor. llustragdo: Flavia Luisa Dias-Audibert.
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Além de serem imunoprivilegiadas, as MSCs apresentam a capacidade de imunomodulagdo por
meio de diferentes processos, como: (i) inibicdo da maturacdo e proliferacao linfocitica; (ii) reducéo da
producdo de citocinas; (iii) imunorregulacdo das células dendriticas, e (iv) inibicdo da ativacdo dos
linfocitos T citotdxicos (Figura 10) (GHANNAM et al., 2010; KEAN et al., 2013). Além disso, as células-
tronco mesenquimais dificultam a proliferacdo de células T ativadas, prolongam a sobrevida de células T
em estado quiescente, e induzem expansdo das células T regulatérias. Tal modulagédo dos linfocitos T é
mediada via fatores paracrinos, como a producéo de TGF- 3, bem como também através do contato célula-
célula (GHANNAM et al., 2010; KEAN et al., 2013).

Os plasmdcitos também séo afetados pelas MSCs, as quais suprimem a diferenciacéo terminal de
células B em células produtoras de anticorpos, interferindo negativamente na capacidade de produzi-los,
sejam IgM ou IgG (Figura 10). Além dos linfécitos T e B, as MSCs também inibem a expansao e ativacao
de células NK, reduzindo sua atividade citolitica, porém os mecanismos exatos que levam a esse efeito
ainda sdo pouco conhecidos (GHANNAM et al., 2010; KEAN et al., 2013). Portanto, observa-se que as
células-tronco mesenquimais suprimem a ativacao do sistema imunolégico a partir da regulacéo das células
linfociticas e também do sistema imune inato (SCHEPERS; FIBBE, 2016). A partir dessa observacéo,
conclui-se que a imunomodulacdo pode ser uma caracteristica vantajosa para a aplicacdo terapéutica das
MSCs, principalmente quando estas sdo de origem alogénica, o que reduz as chances de rejeigdo e
intensifica o potencial terapéutico (PATEL; BARTLETT; ICHIM, 2015). Embora a imunomodulacdo possa
ser estabelecida pelo contato célula-célula, a via paracrina é a mais descrita sera abordada em mais detalhes

a sequir.

3.3 PROPRIEDADE PARACRINA

Pesquisas recentes tém mostrado que a capacidade de imunomodulagdo e também de regeneracao
do tecido pelas MSCs esté ligada a liberacdo de diversos fatores, através de sua acdo paracrina (PHINNEY;
SENSEBE, 2013). Esses fatores sdo transportados ao local de dano através de vesiculas extracelulares,
sejam elas microvesiculas ou exossomos (HELDRING et al., 2015; MENDT; REZVANI; SHPALL, 2019).
Dentre os fatores secretados, podem ser citados: componentes da matriz extracelular, proteinas, enzimas,
fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, entre outros (KUPCOVA SKALNIKOVA, 2013). Tais
moléculas sinalizadoras séo responsaveis pela inibicdo da apoptose, inducédo de proliferacao, prevencéo de
fibrose excessiva dos tecidos, estimulagéo do processo de angiogénese e imunomodulacdo (AGGARWAL;
PITTENGER, 2005; CANTINIEAUX et al., 2013; DJOUAD et al., 2007; MAGGINI et al., 2010; PATEL
et al., 2010; TANG et al., 2005; ZANOTTI et al., 2016). A acgdo paracrina das vesiculas produzidas pelas
MSCs promove estimulos direcionados as células do microambiente tecidual e, caso haja alguma lesdo

tecidual, esses estimulos auxiliam também na recuperagéo do tecido (Figura 11).
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Figura 11: Efeito Paracrino das MSCs
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Fonte: Proprio autor. lustracdo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

Particularmente, os exossomos representam as vesiculas extracelulares que participam de forma
mais significativa na comunicacdo intercelular das MSCs, transportando diversas moléculas como
proteinas, mMRNAs e microRNAs até as células alvo (BAGNO et al., 2018; BORGER et al., 2017;
HELDRING et al., 2015; WANG et al., 2017; YANG et al., 2018). Sendo assim, os exossomos derivados
das MSCs representam uma alternativa para aplicacédo clinica de fatores terapéuticos livre de células, o que
corresponde a uma das principais vantagens do seu uso como potencial ferramenta terapéutica. Uma

descricdo detalhada de sua origem, caracteristicas e funcionalidade sera abordada no proximo capitulo,

juntamente com 0s principais pontos positivos de sua utilizagdo para aplicagéo terapéutica.
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Capitulo 2

EXOSSOMOS

1 ORIGEM DOS EXOSSOMOS

As vesiculas extracelulares (EVs — do inglés, “extracellular vesicles”) (Figura 12a) consistem em
vesiculas revestidas por membrana que sdo secretadas pelas células e sdo responsaveis pela comunicagéo
intercelular por meio de transferéncia de diferentes moléculas bioativas, sejam elas lipidios, proteinas e
RNAs (Figura 12b). Elas séo subdivididas em duas categorias: ectossomos e exossomos (KALLURI;
LEBLEU, 2020; LOTVALL et al., 2014).

Os ectossomos (Figura 12a) consistem em vesiculas derivadas de brotamento da membrana
plasmatica e podem variar em diametro, desde ~50 nm até 1 um (KALLURI; LEBLEU, 2020). Ja os
exossomos tém origem endossomal e seu diametro pode variar de ~40 nm até 160 nm. S&o formados a
partir do processo de endocitose, que gera os endossomos iniciais localizados no citosol (Figura 12a). Esses
endossomos amadurecem, tornam-se endossomos tardios e posteriormente apresentam-se como corpos
multivesiculares, os quais séo liberados da célula apds a sua fusdo com a membrana plasmatica (HYENNE
et al., 2015; KALLURI; LEBLEU, 2020). Depois da sua liberacdo no ambiente extracelular, eles séo
direcionados a células do microambiente ou sdo transportados para locais distantes através dos fluidos
bioldgicos, atuando como mensageiros e participando de diversos processos fisioldgicos e patologicos
(YIN; WANG; ZHAO, 2019). Os exossomos sdo constantemente produzidos e liberados por diferentes
tipos celulares, sendo que essa producdo ja esta bem estabelecida para alguns, como: reticulécitos, linfocitos
B e T, plaquetas, mastocitos, células epiteliais intestinais, células dendriticas, células neoplasicas e células
imunes do sistema nervoso (micréglia e neurdnios) (FEVRIER; RAPOSO, 2004; NIKFARJAM et al.,
2020; POTOLICCHIO et al., 2005).
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Figura 12: Origem dos ectossomos e ex0ssomaos
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Fonte: Préprio autor. llustracdo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

A producdo de exossomos depende da biologia da célula de origem e do seu microambiente, ja que
a sua producdo esta vinculada ao estado da célula e a demanda do meio externo; sendo assim, 0S exossomos
variam gquanto ao seu tamanho, contetdo interno, receptores de superficie celular, funcionalidade e origem
celular. A heterogeneidade dos exossomos dificulta a padronizacdo de métodos de identificacdo e
purificacdo devido as variaveis citadas acima (MATHIEU et al., 2019; VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018). De acordo com uma declaracdo de posicdo realizada em 2014 pela Sociedade
Internacional de Vesiculas Extracelulares (do inglés, “International Society for Extracelular Vesicles™),
ndo ha marcadores especificos de vesiculas extracelulares que possam ser utilizados como padrdes bésicos,
dificultando a implementagéo de um Gnico método de identificacdo padrdo (LOTVALL et al., 2014).

Atualmente, a morfologia e o tamanho s&o usados para discriminar as diferentes classes de EVs,
sendo que os procedimentos ja estabelecidos sdo: ultracentrifugacéo, separacédo por gradiente de densidade,
cromatografia, captura por imunoafinidade (IAC) e precipitacdo baseada em polimero. O método mais

eficaz para isolar exossomos é a IAC, que se baseia em anticorpos imobilizados capazes de reconhecer
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proteinas especificas de membrana, dependendo do tipo celular estudado. No entanto, pode haver situagdes
em que nao haja anticorpos adequados para identificacdo; em tais casos, 0 uso da separacdo baseada na
densidade é o mais indicado para o isolamento dos exossomos (GREENING et al., 2015; LOTVALL etal.,
2014).

1.1 EXOSSOMOS DERIVADOS DE MSCS

Dentre as ceélulas que produzem exossomos, as MSCs representam um grupo celular com
caracteristicas peculiares e cujos exossomos tém sido intensamente avaliados quanto a potencial
aplicabilidade. Exossomos derivados de MSCs atuam por meio de transferéncia horizontal de lipideos
funcionais, mMRNAs, miRNAs e proteinas, agindo em diversos processos nas células-alvo, desde modulacao
de expressdo génica a diversas vias de sinalizacdo e metabolismo (PASHOUTAN SARVAR,;
SHAMSASENJAN; AKBARZADEHLALEH, 2016; TOMASONI et al., 2013).

Estudos envolvendo a administracdo sisttmica de exossomos derivados de MSCs, via injecdo
intravenosa, tém mostrado que essas EVs apresentam capacidade de homing, ou seja, se deslocam do local
administrado até sitios de lesdo (GRANGE et al., 2014). Apds testes in vivo de administracao de exossomos
para fins terapéuticos, sua biodistribuicdo tem se mostrado um processo dinamico com répida fase de
distribuicéo para figado, baco e pulmdes (aproximadamente 30 minutos ap6s a administragdo), seguida por
uma fase de eliminacdo via processamento hepético e renal (remoc¢do de EVs) em 1-6 horas apos a
administracdo (LAI et al., 2014). Além da administracdo sistémica, a administracdo intranasal também tem
sido avaliada para, por exemplo, lesdes de sistema nervoso central como isquemia cerebral. Comparando
as vias intravenosa e intranasal, esta Ultima tem apresentado melhor biodistribui¢do no cérebro, levando a
um acumulo de exossomos maior no local do cérebro afetado (BETZER et al., 2017).

Considerando os efeitos terapéuticos, estudos pré-clinicos com exossomos derivados de MSCs tém
confirmado sua acéo benéfica frente a diversas doencas e lesées, como, por exemplo: infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral, lesdo cerebral hipoxico-isquémica perinatal e isquemia do membro posterior
(OPHELDERS et al., 2016; TENG et al., 2015; XIN et al., 2013). Outros estudos mostraram também a
inducdo da reepitelizacdo em feridas cutaneas, regeneracdo muscular e potencial acdo neuro-protetora
(BONAFEDE et al., 2016; NAKAMURA et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

1.2 MEIO CONDICIONADO DERIVADO DAS MSCS (MSC-CM)

Uma das fontes de obtencdo dos exossomos de células tronco mesenquimais, seja para fins
terapéuticos ou de pesquisa, pode ser o meio condicionado, isto €, 0 meio de cultura celular em que as
MSCs sdo cultivadas. O MSC-CM contém citocinas, fatores de crescimento, biomoléculas, exossomos e
demais vesiculas liberadas pela célula no meio de cultura (SAGARADZE et al., 2019). A maioria dos
laboratorios isola os exossomos derivados das MSCs a partir do meio condicionado via ultracentrifugacéo

e 0s caracterizam com base nas suas respectivas proteinas de membrana e contetdo interno (PHINNEY;
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PITTENGER, 2017). Atualmente, estudos estdo desenvolvendo novos métodos de isolamento e
identificacdo que sejam mais precisos e padronizados. Entretanto, 0s exossomos isolados nao sao os Unicos
que tém apresentado resultados promissores, sendo que 0 meio condicionado ndo fracionado também tem
demonstrado efeitos benéficos quando aplicado tanto em modelos animais, quanto em estudos clinicos,
como, por exemplo para terapéutica de esclerose maltipla, artrite inflamatoria e lesdo da medula espinal
(CANTINIEAUX et al., 2013; DAHBOUR et al., 2017; KAY et al., 2017). Diante disso, € importante
estabelecer parametros comparativos para avaliar a melhor estratégia terapéutica, seja com base em terapia

celular ou em produtos bioldgicos derivados de cultura celular.

2 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS vs EXOSSOMOS/MEIO CONDICIONADO
Nesta secao, as estratégias terapéuticas de aplicacao de células-tronco mesenquimais e de aplicacdo

de exossomos/meio condicionado serdo comparadas de acordo com as variaveis descritas no Quadro 1.

Quadro 1 - Varidveis usadas para comparacdo de estratégias terapéuticas:
Variaveis Estratégia terapéutica
Dose
Numero de aplicacdes
Tempo de acdo
Via de administracao
Probabilidade de mutacGes
Efeitos adversos

Células-tronco mesenquimais
VS
Exossomos/Meio condicionado

Fonte: Préprio autor.

Todas as varidveis associadas a estratégia terapéutica dependem do tipo de doenca/leséo, estado do
paciente, urgéncia de tratamento, entre outras. As MSCs podem ser aplicadas em menor nimero de doses
ao paciente, devido a sua acdo duradoura, ja que essas células se alojam no tecido e la produzem os
ex0ssomos ricos em fatores que vao atuar de acordo com a demanda tecidual. Entretanto, a quantidade de
MSCs que atinge o tecido alvo tende a ser menor que a dose administrada, ja que ao longo da rede vascular
as células podem ser retidas em diferentes 6rgdos. Sendo assim, é possivel que a administracdo de MSCs
ndo atinja o tecido alvo com a concentracdo celular adequada e necessaria para o reparo tecidual,
diferentemente dos exossomos purificados, os quais podem ser utilizados em doses concentradas para
potencializar sua acdo. Dessa forma, a acdo terapéutica dos exossomos pode apresentar maior efetividade
a curto-prazo, quando comparados as MSCs (GOMZIKOVA; RIZVANOV, 2017; PHINNEY;
PITTENGER, 2017).

Como observado acima, o tempo de agédo pode ser influenciado pela dose do insumo terapéutico,
mas também pode variar de acordo com a via de administracdo, ou seja, uma injecdo direta no local
lesionado pode levar & acdo mais rapida e assertiva do que a via endovenosa. Porém, em se tratando de
injecdo direta, outros fatores devem ser levantados, como 0s procedimentos cirurgicos para acessar o tecido
lesionado, que acabam sendo muito invasivos para o paciente (HERBERTS; KWA; HERMSEN, 2011). A

via endovenosa € menos invasiva que a injecdo direta, mas a dose administrada € diluida pelo corpo
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humano, no sentido de que a concentracdo de MSCs ou exossomos que alcanga o tecido lesionado é menor
que a dose total administrada. Outro fator importante em relagcdo ao tempo de acgéo e eficacia do tratamento
é 0 tamanho dos exossomos, ja que sdo pequenas vesiculas e circulam facilmente no organismo humano.
As MSCs apresentam dimensdes muito maiores comparadas aos exossomos, o que dificulta sua circulagdo
e muitas ndo vao além da primeira passagem pelo leito capilar, ficando retidas geralmente nos pulmdes
(OZTURK et al., 2021; PHINNEY; PITTENGER, 2017).

Outro ponto importante a ser considerado é que 0s exossomos derivados de MSCs sdo passiveis de
aplicacdo como terapia cell-free, alternativa a terapia celular baseada em MSCs. Os exossomos S&o
facilmente produzidos em laboratorio (comparado a producéo de MSCs), apresentam minima probabilidade
de levar mutacdes as células receptoras e consequentemente induzir a formacéo de tumores. Diferentemente
dos exossomos, as MSCs possuem a probabilidade de apresentar mutacoes a nivel de DNA em decorréncia
das muitas passagens in vitro. Tais alteracdes podem n&o ser detectadas pelos protocolos de controle de
qualidade e, caso as células portadoras sejam utilizadas in vivo, ha chances de desenvolvimento de tumores,
a depender da mutacdo (GOMZIKOVA; RIZVANOV, 2017; OZTURK et al., 2021; PHINNEY;
PITTENGER, 2017).

Um dos pontos positivos na proposta de aplicacdo dos exossomos esta na menor propensao a gerar
efeitos adversos, como pode acontecer em situagdes de aplicagdo das MSCs (HERBERTS; KWA,;
HERMSEN, 2011). Como exemplos de efeitos adversos que podem ser evitados tem-se a embolia pulmonar
e o infarto (YIN; WANG; ZHAO, 2019). Ambos o0s eventos adversos foram observados entre membros de
uma mesma familia que tomaram varias injecdes via intravenosa de AD-MSCs autélogas, conforme
descrito por Jung e colaboradores (2013). Os pacientes, pai e filho, receberam 0 mesmo tratamento para
diferentes doencas, sendo elas: osteoartrite de joelho (3 tratamentos com injecdes de AD-MSCs) e hérnia
de disco cervical (5 tratamentos com injecdes de AD-MSCs), respectivamente (JUNG et al., 2013). Diante
desses fatos, a administracdo de células pode apresentar sérios efeitos adversos, portanto € valido
estabelecer estudos comparativos entre terapias celulares e terapias cell-free, cujo risco tedrico de causar
embolia ou infarto € menor.

Mesmo diante das caracteristicas mencionadas, ainda € dificil chegar a conclusbes a respeito de
estratégias definitivas sobre efetividade e poténcia quanto ao uso de MSCs ou ex0ssomos, que apresentem
a maxima eficacia com o minimo de efeitos adversos. Fazem-se necessarios mais estudos com controles
apropriados, dosagem comparavel, avaliacdo dos diferentes desfechos da doenca, varia¢@es na frequéncia
e tempo de administracdo de cada dose, e efeitos adversos reduzidos, o que torna a aplicacdo de exossomos
em larga escala e seu uso como alternativa terapéutica um desafio atual, mas com potencial para aplicacéo
futura (GOMZIKOVA; RIZVANOQOV, 2017; HERBERTS; KWA; HERMSEN, 2011; PHINNEY;
PITTENGER, 2017).
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3 DESAFIOS DA UTILIZA(;AO DOS EXOSSOMOS NA CLINICA

Os exossomos apresentam-se como alternativas terapéuticas promissoras, mas, apesar dos
beneficios de sua aplicacdo na medicina regenerativa, ainda ha alguns desafios que devem ser elucidados a
fim de se obter uma aplicacéo clinica bem-sucedida (JAFARI et al., 2020; KICHENBRAND et al., 2019;
TAYLOR; SHAH, 2015), sendo eles:

a) protocolos de controle de qualidade e padronizacdo de bioprocessos das terapias baseadas em

exossomos e MSC-CM;
b) heterogeneidade dos exossomos e fatores contidos nas MSC-CM,;
c) producdo em larga escala de exossomos, obtendo a quantidade minima necessaria para aplicacéo

clinica.

A heterogeneidade € um importante fator a ser considerado, jA que os métodos de extracdo de
vesiculas extracelulares possuem taxa de recuperacdo e eficiéncia distintas, dificultado a obtencdo de uma
fracdo pura de exossomos isolados. Além disso, os exossomos de uma unica célula podem variar entre si
guanto a composicdo interna, em diferentes parametros de cultura e estdgio de crescimento. Assim, a
realizacdo de métodos de purificacdo € prejudicada e, consequentemente, a padronizacdo de metodologias
escalonaveis também o sdo (KALLURI; LEBLEU, 2020; WILLIS; KOUREMBANAS; MITSIALIS,
2017).

Outro desafio quanto a aplicacdo terapéutica é a interacdo dos exossomos com 0 microambiente
tumoral. Estudos vém demonstrando que exossomos liberados de células leucémicas reprogramam as
MSCs do paciente para promover e reforgar o desenvolvimento do nicho tumoral (microambiente das
células leucémicas) (PHINNEY; PITTENGER, 2017). Outros estudos tém mostrado que exossomos
derivados de MSCs de pacientes com mieloma multiplo podem expressar niveis mais elevados de citocinas
oncogénicas em comparacdo com aqueles de pacientes normais, promovendo o crescimento de células
tumorais in vivo e a comunicacao das células cancerosas com o microambiente (ROCCARO et al., 2013).
Os fatos mencionados acima demonstram a dificuldade de se aplicar terapias com exossomos derivados de
MSC autdélogas em casos de pacientes com cancer, o que reforca a necessidade de testes prévios e
comparativos entre diferentes alternativas terapéuticas.

Embora haja dados pré-clinicos que evidenciem os beneficios da terapia baseada em exossomos
derivados de MSCs, ainda ha grande demanda por estudos quanto as condic¢des de cultura celular padrdo e
protocolos ideais de producdo, purificagdo e armazenamento de exossomos. Além disso, também ¢é
necessario determinar a dose e a via de administragdo ideais, bem como o procedimento padrdo de
administracdo a fim de avaliar a eficacia desse novo tipo de terapia cell-free (NIKFARJAM et al., 2020;
SQUILLARO; PELUSO; GALDERISI, 2016). Diante dessa demanda, no capitulo seguinte seréo
abordados alguns estudos clinicos completos e em desenvolvimento com aplicagdo de exossomos e MSC-

CM como terapias cell-free, mas também de MSCs como terapia celular. A partir desses e de estudos
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futuros, sera possivel estabelecer melhores estratégias terapéuticas e delinear a melhor abordagem, seja

com base em células MSCs ou em exossomos/meio condicionado.
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Capitulo 3

APLICABILIDADE DAS MSCs E EXOSSOMOS NA SAUDE

1 POTENCIAL DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS NA SAUDE

Nos ultimos anos, as propriedades das células-tronco mesenquimais (MSCs) tém mostrado um
grande potencial terapéutico para diversas doengas e lesdes. Tal potencial resulta de caracteristicas como:
i) diferenciacdo em varias linhagens celulares, ii) producéo de fatores tréficos cruciais para a sobrevivéncia
e proliferacéo celular, iii) modulacéo da resposta imune, e iv) migracdo para o local exato da lesdo (homing)
(SQUILLARO; PELUSO; GALDERISI, 2016). Existem atualmente diversos ensaios clinicos que avaliam
a aplicagéo terapéutica de MSCs, os quais podem ser consultados no banco de dados ClinicalTrials.gov,
sob a responsabilidade do National Institute of Health (NIH), agéncia norte-americana de pesquisa
biomédica. Com base nesse banco de dados, a seguir serdo abordados alguns estudos clinicos envolvendo

células-tronco mesenquimais.

1.1 APLICACAO CLINICA
O Quadro 2 traz as informacdes resumidas dos ensaios clinicos atuais envolvendo a aplicacdo de
células-tronco mesenquimais como alternativas terapéuticas. Todos os estudos citados serdo descritos em

maiores detalhes em seguida.
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Quadro 2 - Estudos Clinicos envolvendo células-tronco mesenquimais.
TITULO DO ESTUDO DOENCA ESTRATEGIA FASE
MSCs da polpa dentéria decidua

Uso de MSCs para engenharia tecidual de 0sso alveolar Fissura labial e - . . ) -
associadas a biomaterial de coldgeno = Finalizado

em pacientes com fissura labiopalatina fenda palatina : o

e hidroxiapatita
Efeito da_trans_fu’sgo de_ M§Qs em pacientes com Negrgpatla S MSCs autélogas da medula 6ssea Finalizado
neuropatia periférica diabética. Periférica Diabética

Transferéncia intracoronaria de MSCs derivadas de Células-tronco mesenquimais

Infarto agudo do

geléia de Wharton em pacientes com infarto agudo do L derivadas de geléia de Wharton Fase 2

L miocérdio o

miocérdio umbilical

MSCs derivadas do tecido do corddo umbilical (UC) Células-tronco mesenquimais

versus placebo para tratar a inflamacdo pulmonar aguda = COVID-19 derivadas do tecido do corddo Fase 1
devido a COVID-19 umbilical

Avaliacdo da seguranca e eficicia de MSCs alogénicas

(AC607) para o tratamento de lesdo renal em pacientes Lesdo Renal Aguda AC607 (MSCs alogénicas) Finalizado

de cirurgia cardiaca
*Namero de Identificagdo do ensaio clinico no banco de dados ClinicalTrials.gov.
Fonte: Adaptado de ClinicalTrials.gov. Acesso em: 24 abr. 2021.
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1.1.1 Uso de MSCs para engenharia tecidual de osso alveolar em pacientes com fissura labiopalatina
Atualmente, a reconstrucdo do esqueleto craniofacial em pacientes com fissura labiopalatina é
realizada através de trés cirurgias ao longo dos primeiros anos do paciente (até os 8-12 anos). A cirurgia
final corresponde a implementacdo de autoenxerto 0sseo, que consiste em retirar um fragmento 6sseo do
préprio paciente de uma localizagdo especifica (por exemplo, crista iliaca, costelas, cranio) para inseri-lo
no local lesionado. Como consequéncia do processo cirdrgico, a regido doadora de tecido 6sseo pode
apresentar deformidade e incapacidade fisica, 0 quem se torna um grande desafio para a cirurgia plastica
reconstrutiva. Com o advento da bioengenharia tecidual, entretanto, a osteogénese induzida pelo uso de
celulas-tronco mesenquimais associadas a biomateriais tornou-se uma solucéo potencial para eliminar a
morbidade na regido doadora, a escassez de o0sso doador e consequentemente reduzir os custos de
permanéncia do paciente em centro cirurgico (TANIKAWA et al., 2020; TRIAL.GOV, 2016).

O objetivo deste estudo foi realizar a engenharia do tecido 6sseo para reconstruir o defeito 6sseo
alveolar em pacientes com fissura labiopalatina. Para tal, utilizaram-se MSCs aut6logas de polpa dentéria
decidua associadas a biomaterial de colageno e hidroxiapatita (Geistlich Bio-Oss®) por meio de métodos
prospectivos qualitativos e analise quantitativa da neoformacédo dssea. O Bio-Oss collagen® (Geistlich
Biomaterials AG, Wolhusen, Alemanha) é um 0sso esponjoso bovino (xenoenxerto) desproteinizado, que
se assemelha ao 0sso humano com propriedades osteocondutoras e osteoindutivas inerentes. Sua estrutura
é formada por hidroxiapatita, a qual é composta de um sistema de poros interconectados que facilitam a
aderéncia celular e o crescimento vascular. Este xenoexerto contém 10% de colageno, tornando o
biomaterial mais moldavel e com maior facilidade de manuseio (TANIKAWA et al., 2020; WONG;
RABIE, 2010). As MSCs autélogas foram depositadas sobre o biomaterial, e a estrutura combinada foi
aplicada em pacientes com fissura labiopalatina.

O estudo teve inicio em maio de 2013 e término em dezembro de 2015. Neste estudo, o resultado
dos pacientes tratados com células-tronco foi comparado com resultados prévios de pacientes que foram
tratados com rhBMP-2 (grupol) e autoenxerto (grupo 2). O rhBMP-2 é um fator de crescimento
administrado em pacientes com lesdo 0ssea, como tratamento alternativo ao autoenxerto. Todos 0s
pacientes tratados com células-tronco apresentaram mineralizacao éssea >75% e pequenas quantidades de
hidroxiapatita ainda presentes ao longo dos 12 meses de acompanhamento. Quanto a morbidade, pacientes
tratados com MSCs néo tiveram complicacdes cirdrgicas, enquanto 37,5% dos pacientes do grupo 1
apresentaram complicagdes pds-operatorias e 87,5% do grupo 2 apresentam reclamagdes de dor na segunda
semana. Durante 5 anos, os pacientes tratados com MSCs foram monitorados e, até 0 momento, ndo

detectaram complicagOes ou riscos associados a esta nova terapia (TANIKAWA et al., 2020).

1.1.2 Efeito da transfusdo de MSCs em pacientes com neuropatia periférica diabética
Em se tratando de diabetes mellitus, uma consequéncia debilitante da doenca é a neuropatia

diabética, a qual representa a complicacdo mais comum. A hiperglicemia induz a reducdo na producgéo de
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fatores de crescimento angiogénicos e neurotroficos, que sdo necessarios para a funcdo normal dos
neuronios, celulas gliais e manutencdo da estrutura vascular. O tratamento atual se concentra em um
controle glicémico rigido, o que pode reduzir os fatores de risco de dano neuronal e controle da dor
associada a neuropatia diabética, porém, até 0 momento, ndo h& nenhum tratamento definitivo para reverter
a mesma (RIAD, 2015).

As MSCs sdo agentes terapéuticos particularmente atraentes devido a sua capacidade de
autorrenovarao, diferenciacédo e secre¢do de fatores capazes de estimular a neovascularizacédo e regeneracdo
neural. A natureza aderente das MSCs as torna faceis de expandir em cultura, tornando-se candidatas
atraentes para uso em terapia celular. Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da transfusao de
MSCs em pacientes diabéticos com neuropatia periférica diabética (RIAD, 2015). O estudo teve inicio em
maio de 2014 e término em dezembro de 2016.

De acordo com os resultados apresentados na plataforma, observou-se que, ap6s 90 dias da
administracdo intravenosa das MSCs, houve aumento da concentracdo dos fatores FGF-f e VEGF, que
apresentam acdo angiogénica e neurotrofica. Esse aumento sugere que as MSCs estdo liberando esses
fatores através de sua acdo paracrina. Alem disso, observou-se melhoria da condi¢do diabética, como
reducdo do nivel de glicose e de hemécias glicadas no sangue, diminui¢do em necessidades de insulina e
melhoria do estado geral, sem efeitos adversos graves ao longo dos 3 meses de estudo.

1.1.3 Transferéncia intracoronaria de MSCs derivadas de geleia de Wharton (WJ-MSCs) em
pacientes com infarto agudo do miocardio

O infarto agudo do miocérdio caracteriza-se pela oclusdo de uma artéria coronaria epicardica que
leva a uma situacdo clinica de extrema gravidade e com risco de vida. As WJ-MSCs do corddo umbilical
humano originam-se do mesoderma no 13° dia do desenvolvimento do embrido e apresentam uma
combinacdo da maioria dos marcadores de células-tronco MSCs e ESCs durante o cultivo celular nas
primeiras passagens, mas mantém a caracteristica de multipoténcia (GAO et al., 2015). Tal caracteristica
contribuiu para a observacdo do potencial de diferenciacdo em cardiomiécitos que as WJ-MSCs
apresentam, tanto in vitro quanto in vivo. Além disso, essas células ndo levantam questdes éticas,
apresentam plasticidade multipotente, e sdo imunoprivilegiadas (GAO et al., 2015). Diante de todas essas
caracteristicas, o objetivo deste estudo foi investigar a seguranca e eficacia da transferéncia de WJ-MSCs
humanas via intracoronariana em pacientes com infarto agudo do miocardio (NAVY GENERAL
HOSPITAL, 2011).

O estudo teve inicio em fevereiro de 2011 e término em julho de 2012, e os resultados foram
publicados na revista BMC Medicine Medical Journal. Durante o acompanhamento de 18 meses, dois
grupos foram avaliados. O primeiro recebeu tratamento com as WJ-MSCs e o segundo recebeu placebo.
As taxas de efeitos adversos e testes laboratoriais, incluindo indices tumorais, imunoldgicos e

hematologicos, ndo foram diferentes entre os dois grupos, mostrando seguranga do método empregado com
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WJ-MSCs. Além disso, a infusdo intracoronariana de WJ-MSCs apresentou-se eficaz em pacientes com
infarto agudo do miocardio, fornecendo terapia clinicamente relevante dentro de uma janela de tempo
favoravel (GAO et al., 2015). Os resultados apresentados mostram que a infusdo de WJ-MSCs ¢é
relativamente segura por pelo menos até 18 meses. Este estudo, portanto, incentiva ensaios clinicos
adicionais para determinar se WJ-MSCs podem servir como uma nova alternativa para terapia baseada em

células-tronco voltada para doencas cardiacas (GAO et al., 2015).

1.1.4 MSCs derivadas do tecido do corddo umbilical (UC) versus placebo para tratar a inflamagéo
pulmonar aguda devido & COVID-19

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) é uma doenca altamente transmissivel na comunidade.
A principal causa clinica que leva a morte é a tempestade de citocinas no pulmao que leva a inflamacéo
exacerbada e a sindrome respiratoria aguda grave. De acordo com estudos experimentais, as MSCs podem
reduzir significativamente a inflamagéo pulmonar e o comprometimento patoldgico de diferentes tipos de
lesdo pulmonar. O objetivo deste estudo é demonstrar a seguranca e potencial eficacia de células-tronco
mesenguimais derivadas de tecido do cordao umbilical (UC-MSCs) administradas por via intravenosa em
pacientes com inflamag&o pulmonar aguda causada pela COVID-19 com sintomas moderadamente graves.
O estudo foi cadastrado na plataforma ClinicalTrials.gov, porém ainda ndo se iniciou o recrutamento.

Estima-se que o estudo inicie em setembro de 2021 e termine em junho de 2024 (HARE, 2020).

1.1.5 Avaliacdo da seguranca e eficacia de MSCs alogénicas (AC607) para o tratamento de lesao renal
em pacientes de cirurgia cardiaca

A lesdo renal aguda é uma das principais complica¢des da cirurgia cardiaca, por isso alguns estudos
pré-clinicos testaram a aplicacdo de BM-MSCs em pacientes com esse tipo de lesdo e observaram efeitos
benéficos (SWAMINATHAN et al., 2018). Diante desses dados, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a seguranca e eficacia da aplicacdo de MSCs alogénicas (AC607) em paciente de cirurgia cardiaca
com leséo renal aguda p6s-operatoria precoce (INC., 2014). O estudo teve inicio em maio de 2012 e término
em agosto de 2014. Esperava-se que 0s pacientes que receberam esse tratamento tivessem um aumento na
recuperacgdo funcional renal apds cirurgia cardiaca, porém ndo houve diferenca no tempo de recuperacao
renal, na taxa de dialise, na mortalidade em 30 dias ou nos eventos adversos (SWAMINATHAN et al.,
2018). Esses resultados contrastam com aqueles apresentados pelos estudos pré-clinicos e levantam
questBes relacionadas a sua utilidade clinica quanto a recuperacdo da lesdo renal aguda no contexto de
cirurgia cardiaca. Embora a maioria dos estudos indiquem resultados promissores, é imprescindivel que
todos os testes sejam realizados, com todos os parametros bem definidos para que a segurancga, eficacia e
viabilidade da proposta terapéutica sejam garantidos. Esse ultimo estudo ¢ um indicativo de que, para a
lesdo renal apds cirurgia cardiaca, a terapia celular com MSCs talvez ndo seja a melhor alternativa,

contribuindo para que novas abordagens sejam elaboradas e apresentem melhores resultados.
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2 POTENCIAL DOS EXOSSOMOS NA SAUDE

Os exossomos representam vesiculas promissoras como sistemas de liberagdo de biomoléculas,
conforme demonstrado anteriormente. Em estudos pré-clinicos, 0s exossomos se mostraram seguros e
passiveis de escalonamento, como potencial farmacéutico (MENDT; REZVANI; SHPALL, 2019). Existem
atualmente diversos ensaios clinicos avaliando a aplicacdo de exossomos derivados de MSCs, bem como
analisando seu uso para “delivery” de farmacos, relatados no ClinicalTrials.gov. A seguir serdo abordados

alguns estudos clinicos envolvendo exossomos.

2.1 APLICACAO CLINICA
O Quadro 3 traz as informacdes resumidas dos ensaios clinicos atuais envolvendo a aplicacdo de

ex0ssomos como terapéuticos, além de sua potencial atuagdo como biomarcadores para fins de diagnéstico

de doencas. Todos os estudos citados sdo descritos em maiores detalhes em seguida.
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Quadro 3 - Estudos Clinicos envolvendo exossomos.
Titulo do Estudo Doenca Estratégia
Cancer metastatico

pancreatico com iExossomos
mutacdo KrasG12D

iExossomos no tratamento de pacientes com cancer de pancreas
metastatico com mutacdo KrasG12D

. S A . LA . Identificar a expressdo de miRNAs
Papel de microRNASs no diagndstico de pré-eclampsia Pré-eclampsia 136, 494 & 495 em €X0SSOMOS
Estudo clinico piloto sqbre inalacdo de €x0ssomos de MSCs no COVID-19 Exossomos derivados de MSCs
tratamento de pneumonia grave por coronavirus

Avaliacéo de Seguranca e Eficicia de MSC-Exos de tecido Doenca de Alzheimer Exossomos derivados da AD-MSCs
Adiposo Alogénico em Pacientes com Doenca de Alzheimer ¢ alogénicas

* Numero de Identificacdo do ensaio clinico no banco de dados ClinicalTrials.gov
Fonte: Adaptado de ClinicalTrials.gov. Acesso em: 24 abr. 2021.
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Fase 1

Finalizado

Fase 1

Fasele?2

NCT*

NCTO03608631

NCT03562715

NCT04276987

NCT04388982



2.1.1 iExossomos no tratamento de pacientes com cancer de pancreas metastatico com mutagao
KrasG12D

O cancer de pancreas mais comum € do tipo adenocarcinoma e pelo fato de serde dificil deteccdo
e ter comportamento agressivo, apresenta alta taxa de mortalidade,por conta do diagndstico tardio (INCA,
2021). Mutagdes na GTPase KRAS com consequente ativacdo oncogénica sdo comumente encontradas
em adenocarcinoma ductal pancreéatico, mas o silenciamento do gene oncogénico KRAS por manipulagéo
genética in vivo tem inibido a progressdo tumoral (KAMERKAR et al., 2017). As terapias a partir de
RNAs de interferéncia (SiRNA) vém sendo aplicadas in vitro e in vivo, porém ainda sdo um desafio quanto
ao uso de transportadores eficientes para aplicagdo clinica. Visto isso, este estudo de fase | pretende
utilizar exossomos derivados de MSCs contendo siRNA KrasG12D (iExossomos), capazes de agir no gene
oncogénico de interesse (ANDERSON, 2018). Os dois principais objetivos do estudo sdo determinar a
dose méxima tolerada dos iExossomos e a toxicidade dose-limitante.E o estudo mais recente envolvendo
ex0ssomos, com inicio em janeiro de 2021, com previsdo de término em marco de 2022, e atualmente

esta na fase de recrutamento.

2.1.2 Papel de microRNAs no diagndstico de pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) € uma das complicacfes mais ameagadoras da gravidez. Até o momento
atual, nenhuma terapia segura e eficaz, nem biomarcadores assertivos para a descoberta precoce da PE
foram alcancados. Diversos estudos tém mostrado expressdes alteradas de miRNAs em pacientes com PE
na gravidez. Um deles demonstra que células MSCs de placenta de pacientes com PE apresentaram
elevada expressdo de miRNA-136, miRNA-494 e miRNA-495, associando-0s a um ambiente favoravel
para a doenca (LV et al., 2019). Diante dos dados observados, o objetivo do estudo foi identificar a
expressao génica dos miRNAs descritos acima em exossomos presentes no sangue periférico em
comparacdo com aqueles presentes no meio condicionado das UC-MSCs em pacientes com PE, como
marcadores valiosos para o progndstico precoce de PE (MAURICE, 2018).

O estudo teve inicio em novembro de 2016 e termino em dezembro de 2017, e os resultados foram
publicados na revista Archives of Biochemistry and Biophysics.Observou-se no estudo que pacientes com
PE apresentaram niveis significativos de superexpressdao dos miRNA-136, miRNA-494 e miRNA-495
em exossomos, tanto do sangue periférico quanto das UC-MSCs, em comparagdo com gestacdes normais.
Nosexossomos presentes no sangue periférico de pacientes com PE, observou-se a superexpressdo de 6.4
vezes do miRNA-136, 3.9 vezes do miRNA-494 e 2.1 vezes do miRNA-495. Ja naqueles presentes nas
UC-MSCs, observou-se a superexpressao de
3.25 vezes do miRNA-136, 5.3 vezes do miRNA-494 e 4.3 vezes do miRNA-495. A partir dos resultados
apresentados, os autores sugerem que os mMiRNAs estudados podem ser usados como potenciais
biomarcadores ndo invasivos para a deteccdo precoce de PE. Dessa forma, o trabalho indica que os

exossomos podem ser utilizados ndo s6 como vesiculas transportadoras, mas também como fonte de
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biomarcadores(MOTAWI et al., 2018).

2.1.3 Estudo clinico piloto sobre inalacdo de exossomos de MSCs no tratamento de pneumonia
grave por corona virus

Conforme ja mencionado anteriormente, a resposta imunolégica exacerbada nainfec¢do pelo
SARS-CoV-2 representa uma caracteristica da COVID-19 e pode levar a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA). Esta provoca lesGes pulmonaresgraves e consequentemente, pode levar a
morte ou a uma longa reabilitacdo apos a altahospitalar (RUIJIN HOSPITAL, 2020a). De acordo com
estudos experimentais, as células-tronco mesenquimais podem reduzir significativamente a inflamacgéo
pulmonar e o comprometimento patolégico de diferentes tipos de lesdo pulmonar. Espera-se, portanto,
gue os exossomos derivados de MSCs, quando inalados, tenham o mesmo efeito terapéutico sobre a
pneumonia, reduzindo a inflamacdo e os danos ao tecido pulmonar e estimulando 0s processos
regenerativos. Sendo assim, o objetivo deste estudo piloto foi explorar a seguranca e eficiéncia da inalagéo
de aerossol com exossomos derivados de AD-MSCs alogénicas em pacientes graves com pneumonia pelo
novo coronavirus (RUIJIN HOSPITAL, 2020a). O estudo teve inicio em fevereirode 2020 e término em
julho de 2020. Os resultados foram submetidos na plataforma doClinicalTrials.gov, porém ndo estdo
disponiveis para acesso. Embora ndo seja possivelacessar os resultados até o presente momento, o trabalho
vem apresentar alternativasde aplicacdo dos exossomos como estratégias terapéuticas, ndo s6 para
doencas degenerativas por si s6, mas também doencas infecciosas que podem levar a quadros de
degeneracdo tecidual. Ou seja, existe um grande potencial de aplicacdo de exossomos na area médica,
mas todas as propostas devem ser testadas previamente para garantir a seguranca, eficacia e viabilidade.

2.1.4 Avaliacdo de Seguranca e Eficacia de MSC-Exos de Tecido Adiposo Alogénico em Pacientes
com Doenca de Alzheimer

Até 0 momento, ndo existem tratamentos eficazes para prevenir, conter ou reverter a doenca de
Alzheimer. Os exossomos derivados de MSCs estdo envolvidos na comunicacao célula-célula, sinalizacéo
celular, modulacdo do metabolismo a curtasou longas distancias no corpo, e podem influenciar as
respostas teciduais a lesdes, infec¢des e doencas degenerativas. O objetivo deste ensaio clinico é explorar
a seguranca e a eficacia dos exossomos derivados de AD-MCSs alogénicas no tratamentode deméncia leve
a moderada devido a Doenca de Alzheimer. O estudo teve inicio emjulho de 2020 e tem previsdo de
término em abril de 2022. Atualmente o estudo aindaesta no status de recrutamento de acordo com o
ClinicalTrials.gov (RUIJIN HOSPITAL, 2020b). Embora ainda esteja na fase inicial, o estudo representa
mais umavertente que se abre para a aplicacdo terapéutica dos exossomos, trazendo esperanca para

doencas que, até entdo, ndo tém tratamento efetivo, como a propria doenga de Alzheimer.
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3 ESTUDOS CLINICOS E CONSIDERACOES

As MSCs e seus exossomos apresentam a capacidade de estimular a restauracdoda homeostase
tecidual e permitem que as células dentro do tecido se recuperem, reparem e regenerem. Ambos possuem
acdo Imunomodulatéria, angiogénica e anti- inflamatoria, com grande potencial regenerativo do tecido
lesionado (SQUILLARO; PELUSO; GALDERISI, 2016; YIN; WANG; ZHAO, 2019). Até o0 momento,
descobertaspré-clinicas sobre a aplicacdo de MSCs e exossomos derivados de MSCs destacam o beneficio
de usa-los como tratamento em um amplo espectro de doencas e lesdes. Existem numerosos estudos que
investigam a eficiéncia das MSCs (terapia celular) e dos exossomos de MSC em testes clinicos. Quanto
aos exossomos, eles ainda sdo encontrados em todos os fluidos bioldgicos e sdo secretados por diversos,
sendo todosos tipos celulares, tornando-se atraentes como alvos de biopsias liquidas, minimamente
invasivas com o potencial para diagndéstico de diferentes doencas (KALLURI; LEBLEU, 2020). Embora
a maioria dos ensaios clinicos esteja nas fases de recrutamento e ativa, alguns deles foram concluidos e
seus resultados sdo aguardadoscom grande expectativa pela comunidade médico-cientifica.

Ainda assim, um dos desafios que permanece é desvendar 0s mecanismos exatos de a¢do in vivo
por tréas das terapias com MSCs ou exossomos derivados de MSCs, como também sua biodistribuicdo,
farmacocinética e farmacodinamica (OH; CHOO, 2011; YIN; WANG; ZHAO, 2019). Outro desafio tdo
importante quanto é definir padrGes e diretrizes quanto a pureza do produto administrado, dose ideal
administrada, niveis de contaminacdo aceitaveis, controle de qualidade dos MSCs/exossomos isolados,
armazenamento e preservacao do produto, entre outros. Apartir de novos dados adquiridos de estudos com
foco nesses desafios, seréa possivel desenvolver solugdes médicas mais estratégicas (NIKFARJAM et al.,
2020). Diante daspotencialidades dos exossomos e das vantagens como armazenamento e seguranca, do
ponto de vista mutagénico, a implementacao de bioprocessos voltados a produgdodos exossomos € mais

interessante para aplicacdo clinica do que as MSCs. Por isso, vamos abordar essa questdao mais a fundo a

sequir.
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Capitulo 4

BIOPROCESSOS PARA PRODUCAO DE EXOSSOMOSDERIVADOS DE

MSCS

1 BIOPROCESSOS

Uma das vertentes dentro da area da biotecnologia é o foco na produgdo em escala industrial,
representada pelos bioprocessos, voltados a produzir moléculas e bioprodutos sintetizados por
microrganismos e células animais, humanas e vegetais aum preco economicamente vidvel. Essa area
engloba diversos conhecimentos distintosde diferentes areas, sendo elas: fisica, quimica, bioquimica,
biologia, engenharia,programacéo, entre outros (THOMS, 2021).

O desenvolvimento de um novo bioproduto € classificado em 3 fases de processos: upstream,
harvest (coleta do bioproduto) e downstream. Cada fase € caracterizada por suas respectivas operagdes
unitarias (etapas individuais dos processos) (THOMS, 2021). A fase de upstream corresponde a preparacao
das matérias-primas, a cultura celular ou microbiol6gica em biorreator e a fabricacdo do produto de
interesse. J& a fase de harvest corresponde ao processo de coleta do produto. E, por fim,a fase de
dowsntream caracteriza-se por processos de purificagdo e processamento do produto, controle de
qualidade e envase (LNBR, 2021; THOMS, 2021).

Atualmente a producdo de exossomos € realizada em escala laboratorial (nivelbancada), com a
finalidade de desenvolver pesquisas que sirvam como embasamentopara aplicacdo futura do produto em
questdo. Nesse contexto, a producao de exossomos derivados de MSCs se baseia no cultivo e proliferacéo
dessas células em garrafas ou placas especificas para o cultivo de células aderentes, durante o qual pode
ser adicionado ao meio de cultura o soro fetal bovino (opcional), como um suplementopara otimizar o
crescimento celular. Essas culturas sdo mantidas por um determinadonimero de horas ou dias, enquanto
secretam exossomos. O meio de cultura, agora condicionado as MSCs, é coletado, decantado e processado.
Na etapa de processamento, o produto intermediario passa por fases de isolamento, concentracéo,
caracterizagdo e purificacdo até a obtencdo do produto final, ou seja, os exossomos purificados
(WHITFORD; GUTERSTAM, 2019).

Com o intuito de desenvolver uma plataforma economicamente viavel para a produgéo em larga
escala de exossomos, € essencial compreender as principais estratégias de processos, aplicados e em
desenvolvimento, associados as Boas Préaticasde Fabricagdo (BPF) nas fases de upstream e downstream

para elaboracdo de um bioprocessos escalonavel.

1.1 PROCESSOS UPSTREAM

A fase de upstream envolve todas as etapas que antecedem a producdo do material de interesse,
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até mesmo a propria producao (sintese e liberagdo dos exossomos no meio de cultura), englobando desde
0 preparo de matéria-prima e esterilizacdo até a producao efetiva do produto. No caso da producédo de
€X0Ssomos, Sa0 necessarios processos que aumentem as capacidades de producdo das vesiculas como
também de cultivo das MSCs, além de definir a melhor plataforma de producdopara os exossomos. A
seguir, serdo abordadas as principais estratégias aplicadas parasuperar os desafios dessa fase.

1.1.1 Estratégias para aumentar a produc¢do de exossomos

A primeira etapa para escalonar a producdo de exossomos é 0 aumento na taxade producdo dessas
vesiculas pela célula cultivada. Alguns estudos tém mostrado queo meio condicionado pelas MSCs
apresenta baixa taxa de exossomos, o que dificulta oescalonamento da producéo. Buscando alternativas
para intensificar a producéo,novas propostas tém surgido. A primeira consiste na manipulacdo genética de
rotas metabdlicas. A partir dela é possivel gerar biofabricas (células geneticamente modificadas)
direcionadas a producdo de uma molécula de interesse, tornando os microrganismos/células eficientes e
capazes de apenas se desenvolver em um ambiente projetado, especifico e controlado (THOMS, 2021). A
manipulacdo genética, através da superexpressdo ou sub-expressdo induzida de genes-chave, por
exemplo, pode induzir a alteracdo de diferentes processos celulares, o que pode resultar na intensificagao
de processos de biogénese, vias de reciclagem, ou até mesmo vias de secrecdo dos exossomos (Figura 13)
(JAFARI et al., 2020). Tudo isso contribuindo paramelhorar a fabricacdo do produto de interesse
diretamente a partir da manipulacgéo celular. Uma das estratégias estudadas nesse contexto é a manipulacéo
genética do gene MYC em células-tronco mesenquimais, imortalizando a linhagem celular, o que mantém
o desenvolvimento da cultura celular e a produgdo continua de exossomos (CHEN et al., 2011).

A segunda estratégia, que também pode contribuir para aumentar a producdo, corresponde a
manipulacdo de diferentes estimulos ambientais, sejam o0s niveis de oxigénio e pH, ou a propria

composicdo do meio de cultura. Essas variaveis, quando controladas e manipuladas, podem promover o

aumento da producéo dos exossomos(Figura 13) (JAFARI et al., 2020).
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Figura 13: Técnicas para intensificar a producéo de exossomos
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Fonte: Proprio autor. llustragdo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

Outro ponto importante € a definicdo do meio de cultura a ser utilizado.Atualmente dois
meios estdo sendo discutidos pelos pesquisadores, visando o escalonamento da produgéo de exossomos.
O meio tradicionalmente utilizado é, em geral, enriquecido com soro fetal bovino — FBS (do inglés, fetal
bovine serum), um aditivorico em fatores de crescimento capazes de melhorar o cultivo celular. Porém, o
FBS contém grande gquantidade de exossomos enddgenos, 0s quais devem ser removidos antes de seu
acréscimo a cultura celular (SHELKE et al., 2014). Caso ndo sejameliminados, essas “impurezas” podem
estar presentes no produto final, dificultando aaplicacdo de processos de purificagcdo que isolem apenas
exossomos produzidos pelas células de interesse. Por essa razdo, estdo sendo adotados meios de cultura
sem FBS (xeno-free), desde que conservem as caracteristicas celulares e exossomais desejaveis para
aplicagéo terapéutica (COLAO et al., 2018). Alguns testes vém sendo realizados em relagdo ao efeito
desses dois meios de cultivo na producédo de exossomos por linhagens celulares. Analisando linhagens de
neuroblastoma, observou-se que a producdo de exossomos se mantém inalterada em ambos 0s meios em
termos de caracteristicas biofisicas e tamanho (LI et al., 2015). Porém, através de analises protebmicas,
verificou-se que os exossomos derivados do meio xeno-free podem apresentar diferencas de alguns
componentes em comparacao com aqueles provenientes do cultivo com FBS (LI et al., 2015). Torna-se,
portanto, necessario que novos estudos sejam realizados para encontrar as condi¢des ideais de producédo
de exossomos, considerando a manipulagdo metabolica das células de origem, parametros de cultivo e

componentes do meio.
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1.1.2 Estratégias de producdo em larga escala de exossomos

As estrategias atuais de cultivo celular dependem da caracteristica plastico aderente das MSCs,
sendo assim, prioriza-se o desenvolvimento de plataformas que maximizem a area de superficie de cultura,
podendo elas serem sistemas estaticos ou dindmicos. O sistema estético corresponde a proliferacdo de
MSCs em frascos do tipoT225, de superficie plana, enquanto o sistema dindmico corresponde ao uso de
biorreatores (COLAO et al., 2018). Neste topico serdo abordados alguns dos biorreatores promissores
focados na producdo de exossomos derivados de MSCs, sendo eles: biorreator de perfuséo de fibra oca
e biorreatores agitados com microtransportadores (CHEN et al., 2020b; WHITFORD; GUTERSTAM,
2019). Vale ressaltar, que independentemente da estratégia escolhida é necessario controlar a proliferacdo
celular e os parametros de producéo, de forma que as caracteristicas fenotipicas e a produ¢do de exossomos
se mantenham constantes durante o processo de producdo em larga escala.

O biorreator de perfusdo de fibra oca (do inglés, hollow fiber bioreactor) é um sistema de cultura
celular tridimensional de perfusdo continua (Figura 14). Essebiorreator consiste em um cartucho contendo
milhares de fibras ocas semipermeaveisdentro de um equipamento tubular com valvulas de entrada e saida.
As fibras sdo dispostas em paralelo no equipamento e seladas em cada extremidade do cartucho para que
o liquido inserido em uma extremidade flua necessariamente no interior dasfibras. As células geralmente
sdo cultivadas no espaco entre o envoltério do equipamento e as fibras (espago extra-capilar); o meio de
cultivo circula dentro das fibras ocas, sendo que as paredes semipermedveis das fibras permitem a
passagem denutrientes, gases e produtos residuais, com consequente troca entre 0 meio e as células.Apos a
circulacdo do meio pelo cartucho, a bomba de troca gasosa induz sua oxigenacao, e em seguida o meio
oxigenado entra em circulacdo novamente (FIBER CELL SYSTEMS, 2018; GERLACH et al., 2012).

Esse sistema de cultivo amplia a area superficial de adesdo celular suportando grande nimero de
células. Em um estudo de caso de producdo continua de exossomos derivados de HEK-293 em biorreator
de fibra oca por 4 meses, com 3 coletas semanaisde 20 mL cada, observou-se producdo equivalente a obtida
por 70 frascos T225. Sendoassim, o biorreator fornece um sistema otimizado para a producdo de
exossomos, comparado ao sistema estatico utilizado a nivel de bancada (WHITFORD; GUTERSTAM,
2019). Outro beneficio dessa estratégia € a aplicacdo de FBS sem que haja contaminacdo do produto
desejado por exossomos do soro. A fibra permite a passagem de fatores e nutrientes séricos que promovem
0 crescimento celular, porémretém os exossomos endogenos do soro no interior das fibras, evitando
possivel contaminacdo e processos de purificacdo mais elaborados (FIBER CELL SYSTEMS, 2018;
WHITFORD; GUTERSTAM, 2019).
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Figura 14: Biorreator de perfusdo de fibra oca

Y %YY { Nutrientes e O,
L k’ Produtos residuais
)Sk > I Coleta de produtc
£ extra
>/ }t( k_\ //‘\
A}. \ / ;({k((,«(k)(kf(k
/
e ¢
Firasocas e <—{_ M—a <__
semipermedveis \ AT ENASAL AL
\ 5!(!5(.Ai,k:ik(:f

Espaco extra-capilar \ /
N

Meio de Cultura
A B

elular

Coleta de
produto celular

Bomba de pressao
(troca gasosa)

Biorreator

Meio de cultura

Biorreator de perfuséo de fibra oca. A: visdo do corte transversal do biorreator; B: visdo do corte longitudinal do biorreator;
C: imagem ilustrativa modificada de FiberCell System!, com detalhes do biorreator e seus componentes. Fonte: Compilacédo

do préprio autorl. Ilustracdo A e B: Flavia LuisaDias-Audibert.

Além do biorreator de fibra oca, outra estratégia para cultivo de MSCs baseia-se em biorreatores
com microtransportadores (do inglés, Microcarries), 0s quais consistem em esferas de 100 — 300 microns
usados como suporte para cultura de célulasaderentes em suspensdo. Essas esferas podem ser produzidas a
partir de polimeros sintéticos ou naturais e funcionam da seguinte forma: as células sdo imobilizadas em
sua superficie e cultivadas em suspensdo no meio de cultura sob agitacdo em biorreatores (CHEN et al.,
2020a). Existem duas opc¢es de biorreatores para esse tipo de cultivo celular, o biorreator de tanque agitado
e 0 biorreator vertical com tecnologiade roda. O primeiro, de tanque agitado, representa um sistema
dindmico comumenteutilizado para expansdo escalonavel de células-tronco mesenquimais; é capaz de
promover homogeneizacao do meio de cultivo e das células aderidas aos microtransportadores por meio da

agitacdo aplicada (Figura 15). Porém, devido a suaconfiguracéo, podem ocorrer altas taxas de cisalhamento

1 Montagem a partir da imagem coletada no canal da empresa Fiber Cell System In. via youtube.com. Disponivel em: <
https://www.youtube.com/watch?v=pi7LFH8m4XE>. Acesso em: 10 maio. 2021.
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prejudiciais, o que dificulta o crescimento celular e gera impactos negativos na fisiologia celular (DE
ALMEIDA FUZETA et al., 2020; PINTO et al., 2019).

Figura 15: Biorreatores para Cultivo de Células Aderentes em Microtransportadores
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Visando minimizar os problemas advindos do uso de biorreatores de tanque agitado, novos
sistemas estdo sendo desenvolvidos, dentre eles o biorreator vertical com tecnologia de roda (do inglés,
Vertical-Wheel bioreactor) (Figura 15). Neste sistema,uma roda € disposta verticalmente no biorreator, a
qual promove fluxos radial e axial,resultando em um fluxo final do meio de cultivo mais homogéneo com
minimos efeitosde cisalhamento, quando comparado ao biorreator de tanque agitado. Além do menor
impacto sobre as células, a possibilidade de escalonar a produ¢do para volumes industriais (100 mL — 500
L) representa um dos principais beneficios deste tipo de biorreator (DE ALMEIDA FUZETA et al., 2020).

Recentemente, esse mesmo sistema de biorreator vertical com tecnologia de roda foi aplicado com
sucesso para avaliar a proliferacdo de MSCs em estudo desenvolvido por De Souza Pinto, em 2019. O
objetivo do estudo foi estabelecer um sistema de cultura de baixo custo para a producdo de UC-MSCs e
AD-MSCs utilizandoo biorreator vertical de 100 mL durante 7 dias. Observou-se um aumento da expansao
celular de 13 e 5.3 vezes, respectivamente (PINTO et al., 2019). Além deste, outro estudo realizado pelos
mesmos autores avaliou a producéo de EVs por MSCs utilizando o mesmo sistema de biorreator (100 mL)
comparado ao sistema estéatico (frasco T225). A proliferacdo celular no biorreator apresentou um aumento
de 5.7 £ 0.9vezes na concentragdo de EVs no meio condicionado e 3.0 + 0.5 vezes na produtividadedas EVs,
o0 que significa maior concentracdo celular no biorreator e maior secre¢do EVspor cada célula. De acordo
com os autores, essa producdo pode ser escalonada para sistemas de 3 L até 500 L (DE ALMEIDA
FUZETA et al., 2020). Diante dos resultados observados, os dois sistemas de biorreatores, tanto de fibra
oca quanto vertical com tecnologia de roda intensificam a produgéo, o primeiro para producéo a nivel de
bancada, e o segundo para nivel industrial. Sendo assim, representam estratégias interessantes disponiveis

para escalonamento da producéo e, no futuro,disponibilizacdo de exossomos para aplicacéo clinica.
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1.1.3 Processos Downstream

A fase de downstream envolve todas as etapas que sucedem a fabricacéo do produto de interesse.
Os processos envolvidos correspondem a recuperacéo,purificacdo, caracterizacdo e formulacdo. No caso
da producédo de exossomos, sdo necessarios processos eficientes de purificacdo e de caracterizacdo para
se obter um produto de qualidade, com as devidas BPF (COLAO et al., 2018). A seguir, serdo

abordadas as principais estratégias aplicadas para superar os desafios dessa fase.

1.1.4 Processos de purificacdo de exossomos

Conforme citado no capitulo “Exossomos”, os processos de isolamento de €X0SSomos mais
utilizados séo: ultracentrifugacdo, cromatografia por exclusdo de tamanho, captura por imunoafinidade e
precipitacdo baseada em polimero. Dentre estas, a ultracentrifugacdo é a metodologia mais utilizada,
porém apresenta baixo rendimento e baixa taxa de recuperacdo, quando aplicada em larga escala. Além
de ndo ser economicamente viavel, a ultracentrifugacdo apresenta elevadas forcas de cisalhamento que
podem ocasionar o rompimento dos exossomos e, consequentemente, a liberacdo do seu conteudo interno,
dificultando a sua implementacdo na fabricacdo de exossomos em larga escala (CHEN et al., 2020b;
JAFARI et al.,, 2020; WHITFORD; GUTERSTAM, 2019). Diferentemente da ultracentrifugacédo, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por exclusdo de tamanho é outro método de isolamento
de exossomos, o qual é baseado no tamanho das vesiculas. Nesse método, 0s exossomos nao Sao
submetidos a forcas de cisalhamento, e é possivel recuperar mais vesiculas com tamanho uniforme. Sendo
assim, a CLAE também pode ser utilizada para purificar e separar os exossomos (JAFARI et al., 2020;
PASHOUTAN SARVAR; SHAMSASENJAN; AKBARZADEHLALEH, 2016).

Outra abordagem para isolamento de exossomos € a precipitacdo baseada em polimero, a qual tem
por principio a alteracdo de caracteristicas fisico-quimicas, comosolubilidade dos compostos bioldgicos,
guando na presenca de determinados polimeros (por exemplo, o polietilenoglicol - PEG). Para este método
podem ser utilizados diversos kits comerciais, entretanto esses Kits apresentam distintas taxas de
recuperacdo, além da necessidade de um processo adicional de purificacdo, a fim de remover tanto os
reagentes utilizados quanto nucleoproteinas e proteinas que podem precipitar juntamente com o0s
exossomos (JAFARI et al., 2020; WHITFORD; GUTERSTAM, 2019). Para aprimorar as técnicas de
isolamento, novas alternativas témsurgido recentemente, dentre elas a captura por imunoafinidade, sendo a
tetraspaninaa proteina de superficie exossomal mais utilizada como alvo para purificagdo. Com o intuito
de otimizar esse método e escalonar a producdo, é recomendado o uso de mdaltiplos alvos, o que abre
espaco para que novos estudos sejam realizados naidentificacdo desses antigenos (JAFARI et al., 2020).

Atualmente uma nova metodologia esta sendo estudada e aplicada para purificacdo e concentragédo
de exossomos, a filtragdo de fluxo tangencial (TGF, do inglés, Tangential flow filtration). A TGF é um
tipo de ultrafiltracdo que utiliza membranas com poros de tamanhos de 0.001 - 0.1 um, capazes de separar
biomoléculas (SCHWARTZ; SEELEY, 2014). O tamanho dos poros € predefinido pelopeso molecular
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limitante da membrana (MWCO, do inglés, Membrane Molecular Weight Cutoff), o qual refere-se a
capacidade de reter 90% do soluto. Para reter o soluto, no caso 0s exossomos, recomenda-se 0 uso de
uma membrana com MWCO de 3-6 vezes menor do que o peso molecular dos exossomos. Nesse método,
a solucdo rica em exossomos € bombeada a partir do reservatorio através de um canal de alimentacdo, em
que as paredes sdo compostas por membranas de filtragdo. Nesse mesmo canal, uma parte da solucdo
atravessa a membrana (filtrado), enquanto o restante é recirculado e retorna ao reservatorio (Figura 16).
O fluxo aplicado sobre a amostra evita a formacéo de agregados na superficie da membrana, o que evita a
obstrucéo dosporos e permite que um maior volume de produto seja processado no menor tempo possivel.
No caso da purificacdo de exossomos, o filtrado é descartado, enquanto que essas vesiculas ficam retidas
na membrana filtrante (SCHWARTZ; SEELEY, 2014). Emcomparacdo com a ultracentrifugacédo, esse
tipo de filtracdo exibe exossomos com maior poténcia imunomodulatoria, semelhante a das células
parentais, além de uma maior concentragdo de citocinas, DNA, RNA, proteinas e lipidios (CHEN et al.,
2020Db).

Figura 16: Filtragdo de fluxo tangencial
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Fonte: Proprio autor. llustragdo: Flavia Luisa Dias-Audibert.

Além de propostas para producdo de exossomos baseada em cultura bidimensional, novas
abordagens tém sido testadas, como a cultura tridimensional (3D). Algumas pesquisas tém apresentado
uma estratégia de producao de exossomosderivados de MSCs com BPF, combinando a cultura celular 3D
com microtransportadores em biorreatores e filtracdo de fluxo tangencial como método deconcentragédo e
purificacdo dos exossomos produzidos (HARASZTI et al., 2018). Comparando-se a metodologia
convencional de producéo de exossomos (cultura celular 2D e ultracentrifugacéo) e sua funcionalidade com
a metodologia proposta pelapesquisa, observa-se que a partir da cultura 3D e purificacdo por filtracdo,
pode-se alcancar um aumento de 140 vezes na produgéo de exossomos, comparado a producao obtida de

cultura 2D e ultracentrifugacdo (HARASZTI et al., 2018). Além disso, 0s exossomos purificados podem
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apresentar atividade terapéutica 7 vezes maior em relagdo a transferéncia de siRNAs para células testadas.
Assim, o método relatado tempotencial para elevar o rendimento dos exossomos produzidos e purificados,
e pode facilitar sua exploracdo pré-clinica ja com BPF.

Os métodos atuais para purificar exossomos sao promissores, mas resultados na literatura ainda
variam com relacdo a qual protocolo € o mais eficiente. Diante deste cenario, as abordagens mais
promissoras sao aquelas que combinam diferentes métodos de purificacdo e isolamento, com parametros
distintos (caracteristicas bioquimicas e biofisicas), mas que se complementam entre si, tornando a etapa
downstream mais seletiva quanto a discriminacgdo entre as impurezas e 0s exossomos. Ainda assim, deve-
se estimular pesquisas na area, para que seja possivel suprir a demanda industrial de tecnologias

reproduziveis, padronizadas e economicamente viaveis.

1.1.5 Processos de caracterizagdo de exossomos

As metodologias atuais mais utilizadas para a caracterizagdo dos exossomos envolvem anélises
tanto moleculares, quanto de marcadores proteicos e de tamanho (LOTVALL et al., 2014;
PASHOUTAN SARVAR; SHAMSASENJAN;

AKBARZADEHLALEH, 2016). Dentre as analises moleculares utilizadas pode-secitar: gRT-PCR,
espectrometria de massas, microscopia de fluorescéncia, entre outros.

Quanto as andlises de marcadores proteicos, sendo eles proteinas presentes no conteudo interno ou
transmembranas, sdo utilizados Western blotting, citometria de fluxo, espectrometria de massas, ELISA,
entre outros. Métodos como microscopia eletrénica de transmissdo e microscopia de forca atbmica
também sdo utilizados em analise da caracteriza¢do do tamanho dos exossomos (ASHCROFT et al., 2012;
HE et al., 2014; LOTVALL et al., 2014; SOKOLOVA et al., 2011). Atualmente esses métodos sdo
utilizados para a caracterizacdo inicial do produto a nivel de bancada. Ap0s a caracterizacdo completa dos
exossomos, tal processo pode ser escalonado e, consequentemente, a caracterizacao do produto final pode
ser realizada por protocolosmais simplificados.

Ap0s o isolamento e caracterizagdo dos exossomos, o produto deve ser armazenado e refrigerado,
de forma a manter a viabilidade e funcionalidade dos mesmos (KONALA et al., 2016). Algumas analises
de estabilidade dos exossomos vém sendo realizadas, principalmente quanto a temperatura de
armazenamento. Quando armazenados a temperatura de -20°C, observam-se exossomos estaveis por 6
meses, enquanto que aqueles armazenados a 4°C e 37°C apresentam-se instaveis, com diminuicdo de
tamanho, degradacdo e mudancas estruturais (SOKOLOVA et al.,2011). Sendo assim, a caracterizagdo
por meio de marcadores e a avaliacdo de estabilidade anteriores ao escalonamento da produgédo séo
essenciais para garantir a funcionalidade do produto, principalmente quando se propde aplicacéo clinica

no futuro.
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2 DESAFIOS DO ESCALONAMENTO DA PRODUQAO DE EXOSSOMOS

Os exossomos sdo promissores candidatos a terapias para diversas doencas e lesdes com varios
estudos pré-clinicos demonstrando efeitos, além de diferentes estudos clinicos iniciais sendo realizados
atualmente. Diversas empresas e startups estdo investindo e estudando os exossomos, impulsionando
novas tecnologias de producgéo, caracterizagéo e purificacdo (COLAO et al., 2018; JAFARI et al., 2020).
Como intuito de criar novas solugdes clinicamente viaveis e acessiveis, 0s processos de umaproducdo em
larga escala devem seguir as Boas Préaticas de Fabricacao, sendo esse o primeiro desafio a ser superado
(COLAO et al., 2018; JAFARI et al., 2020). Atualmentendo existem metodologias consideradas padréo-
ouro dentro do bioprocesso de exossomos, tanto em relacdo aos processos em si (producgéo, caracterizagao
e purificacdo) quanto a melhor combinacdo de processos para se obter exossomosfuncionais, altamente
puros, escalonaveis e acessiveis ao mercado, o que se torna um desafio a ser superado (WHITFORD;
GUTERSTAM, 2019).

Conforme descrito no Capitulo “Exossomos”, heterogeneidade é outroobstaculo a ser superado
quanto a producdo de exossomos, tanto em pequena quantoem larga escala. Além disso, a possivel
contaminacdo viral dos exossomos também representa um desafio, pois em culturas celulares derivadas
de células de mamiferos,existe o risco de co-isolamento de virus enddgenos. Porém, nesses casos, sao
realizadastriagens das células utilizadas para que apresentem baixissimo ou inexistente materialgenético
viral (COLAO et al.,, 2018; MCNAMARA; DITTMER, 2020). No caso de produtos baseados em
exossomos derivados de MSCs alogénicas, 0s processos de concentra¢do também podem levar ao acimulo
da carga viral e consequentemente aumentar o potencial risco de contaminacéo. Caso esse cenario ocorra,
0 maior desafioé o desenvolvimento de uma metodologia viavel para purificar os exossomos eeliminar
particulas virais, o que ainda ndo estd disponivel. Devido a semelhanca das caracteristicas fisicas
(tamanho) e bioquimicas dos virus (presenca de marcadores de superficie), alguns processos para sua
eliminacdo podem levar a danos aos exossomos,como inativacdo quimica ou ultravioleta (COLAO et al.,
2018; MCNAMARA; DITTMER, 2020). Portanto, a contamina¢do do produto por virus enddgenos € um
ponto importante de atencdo na fabricacdo de exossomos, sendo necessarios estudos futuros para o
desenvolvimento de métodos eficientes para garantir maior segurancapara o produto final.

Atualmente as tecnologias de biorreatores utilizadas comercialmente sdo projetadas para produgéo
de anticorpos ou proteinas recombinantes a partir de célulasadaptadas em suspensdo (COLAO et al., 2018).
Para a producdo de exossomos, essas tecnologias devem ser adaptadas, ou seja, ainda ndo ha tecnologias
especificamente voltadas a produgdo de exossomos derivados de células aderentes em escala industrial.
(WHITFORD; GUTERSTAM, 2019). O processamento upstream precisaincluir cultura de células
aderentes com alta secrecdo de exossomos e que seja escalonavel (COLAO et al., 2018). Por isso, diversas
plataformas e modos de producdodistintos devem ser avaliados, j& que podem oferecer vantagens e
desvantagens para a produgdo de exossomos com diferentes finalidades. Equipamentos e consumiveis

adequados para a fabricacao de exossomos sob BPF estdo disponiveis, mas em grandeparte esses produtos
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foram desenvolvidos para outros fins (WHITFORD; GUTERSTAM, 2019). Portanto, sdo necessarios
novos estudos de aplicabilidade e comfoco em escalonamento de producéo, de forma a otimizar a resposta
e atender as demandas especificas de exossomos. Considerando que a terapia com exossomos representa
uma terapia alternativa livre de células, essa caracteristica que ja viabiliza a sua aplicacdo clinica
comparado as terapias celulares, mas ainda assim é necessario a obtencdo de sua aprovagao regulatoria
(COLAO et al., 2018).

3 PRODUQAO DE EXOSSOMOS NO MERCADO INTERNACIONAL E NACIONAL
Atualmente existem diversas empresas que estdo trabalhando no desenvolvimento de metodologias
e na producdo de MSCs ou exossomos, transformando-os em produtos. As 4 maiores empresas que
utilizam exossomoscomercialmente sdo: Codiak Biosciences, Exosome Diagnostic, Evox Therapeutics e
ExoCoBio. A Codiak utiliza exossomos engenheirados aplicados ao céncer, enquanto a Exosome
Diagnostic realiza o diagnostico molecular a partir de exossomos coletados de amostras biol6gicas como
sangue e urina. Ja a Evox Therapeutics utiliza os exossomos como carreadores moleculares, e a ExoCoBio
produz biofarmacéuticos baseados em exossomos para a regeneracdo de pele e tecido. No Brasil, temos a
InSitu,uma startup que produz biocurativos para feridas crénicas e queimaduras graves através da técnica
de bioimpressdo 3D utilizando MSCs. Atualmente estdo estudando a possibilidade de produzir um produto
a base de exossomos obtidos do meio condicionado das MSCs. Mesmo diante de empresas empenhadas
no desenvolvimento de metodologias e na propria producdo de exossomos ou células para aplicacdo

terapéutica, os desafios sdo 0os mesmos para todas elas, o que refor¢a anecessidade de constante dedicagéo

ao aprimoramento dos processos produtivos paragarantir a reprodutibilidade e a qualidade do produto final.
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Capitulo 5

CONCLUSAO

As células-tronco mesenquimais sdo células multipotentes capazes de autorrenovacdo e
diferenciacdo em diferentes tecidos. Possuem caracteristicas particulares quando comparadas as demais
células tronco, como invisibilidade imunologica e capacidade imunomodulatoria. Contribuem ainda para
a regeneracdo tecidual principalmente através de sua acdo paracrina (liberacdo de vesiculas
extracelulares), na qual os exossomos sdo as vesiculas que participam mais significativamente. Estes, por
sua vez, tém sido intensamente avaliados quanto a potencial aplicabilidade, devido as caracteristicas
terapéuticas semelhantes as suas células de origem. Atualmente, tanto a terapia celular com MSCs quanto
a terapia cell-free, com exossomos derivados das MSCs, vém sendo estudadas para diversas aplicaces
clinicas, sendo que numerosas pesquisas investigam a eficiéncia terapéuticade ambas as estratégias em testes
clinicos, alguns com resultados bastante promissores.

Existe grande expectativa pela comunidade meédico-cientifica frente a aplicacdo clinica e
mercadologica das terapias a base de MSCs e de produtos utilizando exossomos. Diversas empresas €
startups estdo investindo, particularmente, na potencialidade dos exossomos, impulsionando novas
tecnologias de producdo, caracterizacao e purificacdo, com o intuito de criar solugdes clinicamente viaveis
e acessiveis. No entanto, ainda ha obstaculos e perguntas a serem respondidas quanto aos mecanismos
exatos de acdo in vivo por trds da terapia celular e cell-free derivados de MSCs, como também sua
biodistribuigdo, farmacocinética e farmacodindmica. Sdonecessérios também novos estudos clinicos par
definir protocolos terapéuticos mais adequados, a depender da doenca/leséo do paciente, juntamente com
estudos com foco em escalonamento de producdo com Boas Préticas de Fabricacdo, tornando essasnovas
terapias e produtos disponiveis no mercado, mas principalmente acessiveis a populacao.

O bioprocesso de um produto bioldgico, como aqueles os envolvidos na produgdo de exossomos e
MSCs, demanda por profissionais de diferentes areas devidoao viés interdisciplinar da proposta terapéutica,
que envolve desde o conhecimento bioldgico basico, passando pela producéo até a estratégia para aplicacao
clinica. Diantedeste cenario, é crucial que as instituigdes de ensino (faculdades e universidades) e institutos
de pesquisa devam seguir investindo na formagéo de recursos humanos altamente capacitados para
garantir ao pais alta competitividade, independénciacientifica e tecnologica nas areas de biotecnologia e

correlatas, que s&o estratégicas para o desenvolvimento e crescimento de qualquer nagéo.
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