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(57) Resumo: SELEGAO, REPRODUGAQ E USO DE CELULAS-
TRONCO ANEUPLOIDES EM MOSAICO. A presente invengéo refere-
se a disposi¢ao de caridtipos de células em uma populagéo celular que
pode determinar o fenétipo e capacidade de células-tronco de se
diferenciarem nos tipos de células desejados, de forma a funcionarem
normalmente, bem como de representarem risco para eventos
adversos como cancer. Por conseguinte, a determinagdo quanto ao
status de células aneupléides em mosaico de uma populagdo celular
atil na identificacdo e/ou manutengdo de tragos desejados e na
eliminagéo de tragos nao desejados em células-tronco e para defini-las
em nivel de seu complemento cromossémico.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "SELECAO,
REPRODUGAO E USO DE CELULAS-TRONCO ANEUPLOIDES EM MO-
SAICO".

Referéncia Cruzada a Pedidos de Patente Relacionados

Este pedido de patenté' reivindica o beneficio de prioridade ao
pedido de patente U.S. Serial N2 60/735 715, depositado em 09 de novem-
bro de 2005, cujo conteudo é aqui incorporado em sua totalidade por refe-
réncia neste pedido de patente. | |

Declaragao referente a direitos sobre invengdes, cuja pesquisa e
desenvolvimento foram patrocinados em nivel federal. |

A presente invengao foi criada com apoio do Governo, sob a
Doagdo N® KO2MHO01723, concedida pelo National Institutes of Health. O
governo possui certos direitos sobre esta invengao. B

Antecedentes da Invencao

As células-tronco possuem o potencial para evoluirem no corpo
em muitos tipos diferentes de células. Teoricamente, elas podem dividir-se
ilimitadamente para reporem outras células. Quando uma célula-tronco divi-

de-se, cada nova célula possui o potencial para permanecer como célula-

- tronco ou para tornar-se um outro tipo de célula com fungdo mais especiali-

zada, como, por exemplo, célula muscular, hemécia ou célula cerebral. Uma
célula-tronco totipotente possui potencial de diferencia¢ao total, podendo dar
origem a todos os diferentes tipos de células no corpo. Uma célula de ovd
fertilizado é um exemplo de célula-tronco totipotente. Células-tronco pluripo-
tentes podem dar origem a qualquer tipo celular no corpo, derivado das trés
principais camadas de células germinativas ou do préprio embridao. Células
progenitoras podem diferenciar-se também em células especializadas. No
entanto, ao contrario de células-tronco, as células progenitoras ndo sao ca-
pazes de se auto-renovarem, dando origem somente a um ou a alguns tipos
de células.

As células-tronco incluem células-tronco embrionarias e células-
tronco adultas. Células-tronco embrionarias sdo derivadas de embrides. Pa-

ra fins de pesquisa, células-tronco embriondrias sdo obtidas de embrides
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que se desenvolveram de ovos fertilizados in vitro (como, na fertilizagdo cli-

nica in vitro) e que, em seguida, sdo doadas para finalidades de pesquisa

com consentimento livre e informados dos doadores. Os embribes tipica-

mente obtidos possuem quatro ou cinco dias de vida e sao uma esfera mi-
croscdpica oca denominada de blastécito. O blastécito possui trés estrutu-
ras: o trofoblasto, que é a camada de céIu_Ias que cerca o blastdcito; o blas-
tocele, que ¢ a cavidade oca dentro do blastécito; e a massa interna da célu-

la, constituida por um grupo de aproximadamente 30 células em uma extre-

" midade do blastocele.

Células-tronco embrionarias podem ser obtidas, por exemplo,

massa interna de células é cultivada geralmente sobre uma camada de célu-
las nutritivas, como fibroblastos embrionarios de camundongo, que servem
como camada de sustentagdo para a massa vinterna de células e como fonte
de nutrientes. As células-tronco embrionarias sao pluripotentes e podem tor-
nar-se qualquer tipo de célula presente no corpo. ‘ . |

Células-tronco adultas, ou células-tronco somaticas, sao células
ndo diferenciadas. E freqiientemente possivel identificar estas células entre
as células diferenciadas em um tecido ou 6rgao. Uma célula-tronco adulta
pode renovar-se e diferenciar-se em tipos de células especializadas do teci-
do ou 6rgdo.

Células-tronco embrionarias humanas (HESCs) possuem grande

~potencial para uso em abordagens cientificas basicas e terapéuticas, inclu-

indo o transplante em medicina régenerativa (Amit M et al. Dev Biol 227:271-
278 (2000)). Um desafio para o uso de HESCs é a manutengao de linhagens
estaveis de células, especialmente apds passagens prolongadas (Amit M et
al. Dev Biol 227:271-278 (2000); Carpenter MK et al. Dev Dyn 229:243-258
(2004); Rosler ES et al. Dev Dyn 229:259-274 (2004)). De fato, recentemen-
te foi relatada a instabilidade cromossémica de linhagens de HESC, cultiva-
das sob auspicios do NIH, como HI, H7 e H9, resultantes de expansao clonal
de celulas-tronco aneupldides (Draper JS et al., Nat Biotechnol 22:53-54
(2004); Lakshmipathy U et al., Stem Cells 22:531-543 (2004); Pera MF, Nat
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Biotechnol 22:42-43 '(2004)). As anormalidades cromossdmicas mais fre-
quentemente relatadas foram hiperploidia, especialmente trissomias dos
cromossomos 12, 17 ou 20 (Draper JS et al., Nat Biotechnol 22:53-54
(2004); Lakshmipathy U et al., Stehv Cells 22:531-543 (2004); Pera MF, Nat
Biotechnol 22:42-43 (2004)), embora a generalidade da instabilidade cro-
mossOmica seja incerta (Thomson Ja et al., Science 282:114-1147 (1998);.
Amit M et al., Dev Biol 227:271-278 (2000); VReubinoff BE et al., Nat Biotech-
nol 18:399-404 (2000); Thomson Ja et al., Trends Biotechnol 18:53-57
(2000); Xu C et al., Nat. Biotechnol 19:971-974 (2001); Cheng L et al., Stem
Cells 21:131-142 (2003)). ' | |

Anteriormente, andlises citogenéticas que nao identificassem’_ *
todos os cromossomos eram ignoradas por citogéneticistas porque se acre-
ditava que a falta de cromossomos representasse imprecisdes da anélié'e
citogenética em vez de uma verdadeira auséncia de um cromossomo. De
fato, de acordo com as instrugdes do manual de laboratério da Association of
Genetic Technologist: ‘ -

Se menos de 45 cromossomos estiverem presentes na metafase

(esfregacgo), pode ser suposto que alguns se perderam no processamento e:

- que a metafase (esfregado) nao é adequada para andlise.

Vide, Barch et al. (1997) The AGT Cytogenetics Laboratory Ma-
nual. Lippincott: Filadélfia.

A presente invengao trata do papel desempenhado pela aneu-
ploidia em células-tronco e prové ferramentas para o uso e andlise de célu-
las-tronco, entre outras questoes.

Breve Sumario da invenc¢édo

A presente invengao refere-se métodos para detecgao e caracte-
rizagao do status de aneuploidia em mosaico de uma populacao de células-
tronco ou progenitoras. Em algumas concretiza¢des, os métodos compreen-
dem a detecc¢ao da presenca de células aneuploides em mosaico na popula-
¢ao, em que, pelo menos, 3 cariétipos diferentes sao detectados entre dife-
rentes células na populagao. '

Em algumas concretizagGes, pelo menos 30 células sao investi-
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gadas na populagdo quanto a aneuploidia.
Em algumas concretizagGes, a aneuploidia das células é regis-
trada.

Em algumas conCretizagées, pelo menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,

20 ou mais cariotipos diferentes sdo detectados em células diferentes na

populagao. ,
, Em algumas concretizacdes, os métodos compreendem a de-
teccdo de células com cariétipo em mosaico com predominio hipopléide e a

- selegdo, entre as células com cariétipo em mosaico com predominio hipo-

pldide, de uma linhagem de célula-tronco ou de progenitora na qual, pelo
menos parte de um cromossomo seja hipopléide para diferenciagio e poste-
rior reprodug¢ao ou transplante. |

Em algumas concretizagées, os métodos compreendem a de-
teccdo de células exibindo cariétipo em mosaico co_m‘ predominio hipopldide
e selegdo, entre as células com caridtipo em mosaico com predominio hipo-
pléide, de uma linhagem de célula-tronco ou de progenitora, na qual,‘ pelo
menos, parte de um cromossomo € hipoploide para sele¢édo de farmaco.

| Em algumas concretizagGes, os métodos compreendem a de--
tecgdo de células com cariétipo em mosaico com predominio hiperpldide e a
selegao, entre as células com cariétipo em fnosaiCo com predominio hiper-
ploide, de uma linhagem de célula-tronco ou de progenitora na qual, pelo
menos parte de um crqrhossomo seja hiperpléide para diferehciagéo € pos-
terior reprodugao ou transplante.

Em algumas concret'izac;(’ies, 0s métodos compreendem a de-
tecgao de células exibindo cariétipo em mosaico com predominio hiperpléide
e selegao, entre as células com cariétipo em mosaico com predominio hiper-
pléide, de uma linhagem de célula-tronco ou de progenitora, na qual, pelo
menos, parte de um cromossomo € hipopldide para sele¢gdo de farmaco (por
exemplo, selegao de um farmaco que iniba ou elimine seletivamente as célu-
las).

Em algumas concrétizagées, 0s métodos compreendem ainda a

passagem de células-tronco através de, pelo menos (por exemplo, pelo me-
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nos, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100 ou mais), um ciclo de divisdo
celular anteriormente a etapa de detecgéo. |

Em algumas concretizagdes, o cariétipo de, pelo menos, por e-
xemplo, 10%, 20%, 30%,-40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% das células, na
populagéo de células, é determinado.

Em algumas concretizagées, a etapa de detecgdo compreende
hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH), incluindo a técnica multiplex-
FISH. Em algumas concretizagdes, a etapa de detécgéo compreende cario-
tipagem espectral (SKY). Em algumas concretizagdes, a etapa de detecgéo
compreende bandeamento G. Em algumas concretizagdes, a etapa de de-
tecgao compreende DAPI ou outras técnicas e corantes para visualizagdo de
cromossomos. Em algumas concretizagoes, a etapa de detecgéo compreen-
de citometria de fluxo. ' o ‘

A presente invengdo prové também métodos de selecdo de um:
agente que iniba, de preferéncia, células que ndo sao capazes de se dife-
renciarem, em comparagéo a células capazes de se diferenciarem no tipo de
célula desejado. Em algumas concretizagbes, os métodos compreendem o
contato entre o agente e células que exibem cariétipo em mosaico com pre-
dominio hiperpléide, em que as células séo incapaz-es de diferenciagdao no
tipo de célula desejado; e selegao de um agente que iniba a reproducéo das
células.

Em algumas concretizagées, os métodos compreendem ainda

~ as etapas de: o contato entre o agente e as células que exibem cariétipo hi-

popléide, em que as células sdo capazes de se diferenciarem no tipo de cé-
lula desejado; e a selecdo de um agente que iniba a reproducgao das células
hiperpléides, incapazes de diferenciagdo, porém, que ndo iniba significati-
vamente a reprodugao das células hipopléides capazes de se diferenciarem
no tipo de célula desejado.

A presente invengdo prové também métodos para manutengao
ou melhora de uma populagdo de células-tronco ou de células progenitoras.
Em algumas concretizagdes, os métodos compreendem a detecgdo do carié-

tipo de, pelo menos, um cromossomo ou parte do mesmo, nas células desta
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populacao; e a separagdo de células com caridtipo eupldide ou hipopléide
em, pelo menos, um cromossomo ou parte do mesmo, presentes nesta po-

pulagéo, de células com pelo menos um cromossomo, ou parte do mesmo,

hiperpléide e, através disso, mantendo-se e melhorando a populagdo de cé-

lulas-tronco ou de células progenitoras pela remogao de células hiperpldides,
enquanto que mantendo as células eupléides e hipoploides nesta populagéo
de células. | '

Em algumas concretizagdes, as etapas de deteccao e de sepa-

" ragdo sdo conduzidas por selegdo celular ativada por fluorescéncia (FACS).

Em algumas concretizagbes, apds a etapa de separagéo, é pro-
movida a diferenciagao das células exibindo cari6tipo eupldide ou hipoplbide.
Em algumas concretizagdes, apos a etapa de separagdo, é promovida a re-
produgéo das células exibindo cariétipo eupléide ou hipopldide. Em algumas
concretizagdes, apds a etapa de separagao, as células exibindo cariétipo
eupldide ou hipopléide sao transplantadas em um individuo.

Definicbes _ ,

“Aneuploidia” € utilizada em seu significado convencional, isto &,
qualquer desvio de um muiltiplo exato do nimero hapléide de cromossomos,
incluindo ganhos e/ou perdas, bem como alteracdes intracromossomicas.
Dessa forma, células exibindo desvios de duas cépias de, pelo menos, parte
do genoma haploide, isto €, a presenga de mais de duas cépias de um ou
mais cromossomaos, o'u partes destes, ou auséncia de um ou mais cromos-
somos, ou partes destes, seria considerada aneupléide. Um termo que, as
vezes, € utilizado para des_crever'aneuploidia é "aneussomia’, o qual é inclu-
ido na presente definicao de aneuploidia. Aneupldide em mosaico", confor-
me utilizado no presente, refere-se a presenga de, pelo menos, trés cariéti-
pos diferentes na populagdo de células, em que, pelo menos, duas destas
estdo em situagao diferente em termos de aneuploidia. Em algumas concre-
tizagoes, havera 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais cariétipos diferentes em uma
populagao de células.

"Selegdo de farmaco" refere-se a selecao através de multiplas

moléculas (por exemplo, uma biblioteca destas) para identificar uma ou mais
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moléculas com um efeito bioldgico desejado. As moléculas, as vezes, referi-
das como "agentes”. podem incluir, entre outras, pequenas moléculas orga-
nicas ou moléculas biolégicas, como anticorpos, acidos nuclelcos peptldeos
lipideos, agucares ou comblnagoes destes.
"Caridtipo”, conforme utilizado no presente, refere-se ao numero
e/ou tipo de cromossomos, presentes em uma célula. _
“Célula progenitora" refere-se a uma célula que pode diferenciar-
se em um numero limitado de tipos de células, porém, que ndo pode nor-
malmente diferenciar-se em células-tronco. Por exemplo, células progenito-
ras do sangue, encontradas na medula 6ssea, estdo comprometidas, como
parte de sua progressado natural, em produzir células diferenciadas brancas
ou vermelhas do sangue em seu estagio terminal. | }
| "Célula-tronco", conforme utilizada no presente, refere-se a uma
célula que é totipotente ou pluripotente. Células-tronco totipotentes podem
diferenciar-se em qualquer tipo de célula no corpo, junto com a placenta em-
brionaria que sustenta o embrido em desenvolvimento. Células-troncd totipo-
tentes podem dar origem a todos os tipos de células encontrados em um

organismo em desenvolvimento, incluindo a placenta. Células-tronco pluripo--

- tentes podem desenvolver-se em muitos dos trés principais tipos de tecido:

endoderma (por exemplo, revestimento interno do ihtestino), mesoderma
(por exemplo, musculo, 0sso, sangue) e ectoderma (por exemplo, tecidos
epidérmicos e sistema nervoso), porém podem exibir restrigdes ao seu po-
tencial de desenvolvimento (por exempl'o, podem nao formar tecido placenté- :
rio ou outros tipos de células de linhagem definida).

Breve Descricao dos Desenhos

A figura 1 apresenta graficos com o percentual de contagens de
cromossomos de HESCs H7 de passagem em estagio. precoce ou tardio. O
asterisco representa a posicdo esperada de células eupldides (46 cromos-
somos) no gréafico. Observar que ambas as linhas exibem proporgéo signifi-
cativa de células hipopldides nas populagdes da passagem em estagio pre-
coce, enquanto que células de passagens em estagio tardio tendem a exibir
clones hiperpldides. |
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A figura 2 apresenta gréficos com o percentual de contagens de
cromossomos da linhagem de HESC H9 de passagem em estagio precoce

ou tardio. O asterisco representa a posigdo esperada de células eupléides

(46 cromossomos) no grafico. Observar que ambas as linhas exibem propor-

céo significativa de células hipopléides nas populagdes da passagem em
estagio precoce, enquanto que células de passagem em estagio tardio ten-

- dem a exibir clones hiperploides.

As figuras 3-4 ilustram o efeito de hiperploidia sobre diferencia-

~ ¢&@0 neuronal. ESCs (células-tronco embrionarias) de mamiferos foram culti-

vados em células PA6 para indugdo de diferenciagdo neuronal. As células

foram tratadas com ou sem taxol por 6 dias para induzir aneuploidia. As con-
tagens de cromossbmos foram determinadas e placas paralelas foram fixa-
das e coradas para o marcador neuronal tuj1. A figura 3 mostra que trata-
mento das células com taxol induz a aneUpIoidia, especific_amente hiperploi-
dia. A figura 4 demonstra que a hiperploidia induzida por taxol reduzir signifi-
cativamente o potencial de diferenciagéo neuronal. '
Descricdo Detalhada da Invencéo

I. Introducdio
A presente invengdo refere-se a descoberta surpreendente da

participagéo de células aneupldéides em mosaico na ocorréncia natural e de-

senvolvimento de células-tronco. Pesquisadores de células-tronco acredita-

vam até esta data que a aneuploidia era necessariamente uma anormalida-

~ de e que, por conseguinte, deveria ser evitada em transplantes e em outros

usos terapéuticos. De fato, métodos atuais de isolamento e manutengao de
células-tronco realgam a importancia essencial da euploidia. Vide, por e-
xemplo, a patente US N° 6 200 806.

Em contraste, a presente invengdo prové métodos para detec-
¢ao de caridtipos aneupléides em mosaico em populagbes de células-tronco
e de células }progenitoras e prové o uso e analise de células-tronco ou de
células progenitoras, selecionadas especialmente para um cariétipo aneu-
pldéide em mosaico. O mosaicismo de células aneupldides esta relacionado i
distribuigdo de cariétipos em uma popula¢édo de células. Conforme é expli-
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cado posteriormente' no presente, a presenga de células aneupldides em
mosaico ndo ¢, de fato, uma anormalidade, porém, em vez disso, uma pro-
priedade proeminente de populagées normais de células-tronco. No entanto,
a configuracdo exata do mosaico aneupldide da populagao de células-tronco
afeta o gendtipo e pode afetar o fendtipo da populagao celular, incluindo a
capacidade da populagdo de reter a sua capacidade de se diferenciar em
multiplos tipos diferentes de células. Ao contrario do que previamente descri-
to em relagdo a células-tronco, os inventores constataram ser a norma a
presenca de caridtipos diferentes em mosaico em uma populagdo de célu-
las-tronco, e de que 0 mesmo afeta o fendtipo da populacdo de células, in-
cluindo suas propriedades fisiolégicas e sua capacidade de funcionar de
modo adequado como células-tronco. De acordo com o mesmo, a présente
invengéd prové a "cariotipagem de uma populag¢do" pela qual o cariétipo de
um numero maior de células em uma populagdo é determinado do que havia
sido descrito anteriormente. Ademais, ao contrario do que anteriormente
descrito, os resultados da cariotipagem da populagéo permité a selecao de
populagdes de células com aneuploidias especificas (por exemplo, cariétipos
hipoplbides), enquanto que células hipoploides eram previamente ignoradas:
ou ativamente descartadas. Além disso, a presente -ihvengéo permite a sele-
¢ao de aneuploidias especificas (por exemplo, hiperploidia em um certo
cromossomo e/ou euploidia ou hipoploidia em outros cromossomos).
Exemplos de caridtipos diferentes em uma populagéo de células
incluem, entre outros, a presenca de, pelo menos, uma célula com comple-
mento normal de cromossomos (por exemplo, em seres humanos, pares de
22 cromossomos nao sexuais, denominados "autossémicos”, acrescidos de
dois cromossomos sexuais) com, pelo menos, uma célula aneupléide. Adi-
cionalmente, em uma populagao de células aneupldides em mosaico, é pos-
sivel haver uma variedade de cariétipos diferentes em uma Gnica populagéo.
Por exemplo, uma populagdo de células pode incluir algumas células que
sédo hipopldides em parte ou em todo um cromossomo em particular e outras
células que sdo hipoploides em parte ou em todo um cromossomo diferente.

Em algumas concretizagdes, uma populagédo de células pode incluir algumas
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células que s&o hiperploides em parte ou em todo um cromossomo em parti-

cular e outras células que sdo hiperpldides em parte ou em todo um cromos-

'somo diferente.

Em algumas concretizagdes, pelo. menos algumas células, em
uma populagdo de células, possui caridtipo em mosaico com predominio
hipopléide. "Cariétipo em mosaico com p_redomihiq hipopldide" refere-se a
uma populagé@o celular em que as células séo predominantemente (por e-
xemplo, acima de 50, 60, 70, 80, 90, 95 ou 99%) hipoploéides em um ou mais

- cromossomos ou partes destes. Em algumas concretizagdes, a maioria das

células sdo hipopléides em um cromossomo em particular. Em outras con-
cretizagdes, células hipopléides na populagéo sao hipopldides em cromos-
somos diferentes (por exemplo, pelo ménos, 1, 2, 3, 4, 5 ou mais) ou partes
destes. Em aiguns’casos, células que sdo hipopléides em certos cromosso-
mos sao eupléides e/ou hiperpldides em outros CrOMOossomos ou partes des-
tes. Entende-se que embora a populagao de células possa ter caridtipo "com
predominio" hipopléide, a populagdo pode conter células eupldides e hiper-
pléides, embora presentes em minoria. _

Em algumas concretizagdes, pelo menos algumas células, em
uma populagdo de células, possuem caﬁétipo em mosaico com predominio
hiperpldide. "Cariétipo em mosaico com predominio hiperploide" refere-se a
uma populagdo celular em que as células sdo predominantemente (por e-
xemplo, , acima de 50, 60, 70, 80, 90, 95 ou 99%) hiperpldides em um ou
mais cromossomos ou partes destes. Em algumas concretizagbes, a maioria
das células sao hiperpldides em um Cromossomo em particular. Em outras
concretizagOes, células hiperpldides na populacédo sdo hiperpléides em cro-
mossomos diferentes (por exemplo, pelo menos, 1, 2, 3, 4, 5 ou mais) ou
partes destes. Em alguns casos, células que sdo hiperpldides em certos
cromossomos sao eupléides e/ou hipopldides em outros cromossomos ou
partes destes. Entende-se que embora a populagéo de células possa ter ca-
riétipo "com predominio" hiperpléide, a populagdo pode conter células eu-
pléides e hipopléides, embora presentes em minoria

Em algumas concretizagdes, a populagao celular é constituida
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por uma populagao mista de células hipopldides e hiperpléides e/ou células
que contenham cromossomos hipopldides hiperploides, ou partes destes.
Uma célula que tenha trés copias de, pelo menos, parte de um primeiro cro-
mossomo, porém somente uma copia de, pelo menos, parte de um segundo
cromossomo, € um exemplo desta ultima caracteristica. Em ainda outro e-
xemplo, pelo menos, algumas ¢élulas, na populagao de células, contém uma
translocagdo cromossémica.

A presente invengao € util para qualquer tipo de células-tronco
ou progenitoras. Tipos exemplares de células-tronco incluem células-tronco
embriondrias e células-tronco adultas. As células-tronco podem provir de
qualquer tipo de animal, incluindo mamiferos humanos e ndo humanos. Por -
conseguinte, as células-tronco utilizadas na presente invengéo incluem célu-
las-tronco embrionarias humanas e células-tronco adultas humanas. As célu-
las progenitoras incluem todas dos muitos tipos de células progenitoras, pre-
sentes em um organismo vivo, incluindo entre outras linhagens de hemato-
poiese (sangue), sistema nervoso, linféide, pancreas, cardiaca, pulmao,
musculo, osso, cartilagem, tecido conjuntivo, cérnea, cabelo, pele, figado,
intestino, olho, gordura, nﬁama, tirdide, reprodugao sexual, etc..

Em algumas concretizagoes, células-trohco de cancer (ou, de
outra forma, neoplasicas) sao isoladas por sele¢ao de aneuploidias associa-
das a fendtipos de cancer. Estas células sdo Uteis como alvos para seleg¢éo
de farmacos que visa identificar farmacos que inibem ou eliminam especifi-
camente as células-tronco de céncer. Alternativamente, uma popu'lagéo'de
células-tronco pode ser selecionada de forma a excluir cariétipos associados
a cancer e, desse modo, possibilitar 0 uso das demais células na populagao
em transplante, efc..

Técnicas para isolamento de células-tronco.e de células progeni-
toras sdo bem-conhecidas e sao descritas em, por exemplo, Thomson et al.,
Science 282:1145- (1998); Bodnar et al., Stem Cells and Development
13:243- (2004); Li et al., Current Biology 8:971- (1998); Schwartz et al., Jour-
nal of Neuroscience Research 71: 838 (2003). |

Il. Deteccao de linhagem celular aneupléide em mosaico
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Ao contrario de descrigdes anteriores de células-tronco, os in-

ventores descobriram que nao ha necessariamente expansao clonal de uma

aneuploidia especifica. Por conseguinte, um nimero maior de células é ana-

lisado quanto a seu cariétipo de forma que uma distribuiciio de cariétipos

possa ser determinada. Essa analise envolverd tipicamente analise do cario-
tipo de mais células do que tipicamente analisadas anteriormente por pes-
quisadores de células-tronco. Versados na técnica apreciardo que o cariétipo

de um numero significante de células deve ser determinado individualmente,

~ em uma populagdo de células, para estabelecer com exatiddo a distribuicdo

de caridtipos (isto é, a "linhagem celular aneupldide em mosaico"), uma das
quais que possa incluir um cariétipo eupldide na populagéo de bélulas. Por
conseguinte, em algumas concretizagées, o cariétipo de mais do que 30, 50,
75, 100, 150; 200, 300, 500, 1000 ou mais células, em uma populagéo de
células, e detefrn_inado individualmente para estabelecer a distribuicdo exata
de diferentes cariétipos na populagdo celular. O niumero de células analisa-
das determinara o limite de deteccéo para a ocorréncia-de um cariétipo em
particular. Por exemplo, para detectar um cariétipo que ocorra em 1% de
freqliéncia, é necessario determinar o cariétipo de, pelo menos, 100, e mais
preferencialmente de, por exemplo, 200, 300, 500 ou mais células individua-
lizadas em uma populagédo de células. Em algumas concretizag(”)es; 0S mé-
todos da invengdo compreendem a detecgdo do cariétipo de um nimero su-
ficiente de células individualizadas para detectar a presenca de um cariétipo
individualizado que ocorra com frequéncia de, por exemplo, 1%, 0,1%,
0,001%, 0,0001%, 0,00001% ou ‘inferior. Em algumas concretizagdes, o ca-
riétipo de todas, ou substancialmente todas (por exemplo, pelo menos, 80,
90, 95 ou 99%) as células, em uma populagdo de células, é determinado.
Em geral, a determinagdo do cariétipo de células individualizadas compre-
endera a determinagdo de substancialmente todos os cromossomos na célu-
la, em vez de' simplesmente a investigacao da presenga de um cromossomo
especi’fico, ou parte de cromossomo. No entanto, em outras concretizagoes,

a presente invengdo possibilita também a determinagado do numero de so-

mente alguns cromossomos de uma célula (por exemplo, 2, 3, 4, 5 ou mais
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Cromossomos). |
Embora qualquer tipo de exibigdo possa ser utilizado para apre-
sentagao dos dados resultantes da deteccdo de linhagens aneupldides em
mosaico, os inventores constataram ser Gtil exibir os resultados em formato
de histograma e/ou tabular e, desse modo, exibindo visualmente a quantida-
de de variagdo de numero de diferentes cromossomos, ou partes destes, na. -
populacédo de células. Um exemplo deste tipo de histograma é exibido nas
figuras 1-2. Conforme exibido nas figuras 1-2, a ahélise pode concentrar-se
no numero total de cada célula analisada. No entanto, é possivel uma anali-
se mais detalhada em que o numero de cada diferente cromossomo em ca-
da célula pode ser também determinado. '
Qualquer método disponivel para versados na técnica podé ser
utilizado.para detectar linhagem celular aneupldide em mosaiéo. A caribtipa-
gem pode ser realizada para determinar o numero, a identificagdo e/ou a
integridade de cromossomos. A integridade de cfomossomosréfere-se ao
estado de intacto de um cromossomo (conforme seria encontrado normal-
mente) ou demonstrando evidéncia de ter sido rompido em virtude de ruptu-

ra, eventos de translocagédo, microeventos que incluem exclusdes, translo--

- cagdes, inser¢des, amplificagdes, inversdes e qualquer outra alteragao intra

ou intercromossdmica.

Em algumas concretiza¢des, métodos de Hibridizagéo in situ por
Fluorescéncia (FISH) sdo empregados para determinar o cariétipo de célu-
las. Os métodos de FISH sdo bem-conhecidos na técnica e sao descritos
em, por exemplo, a Publicagao da Patente U.S. N2 2005/0214842. Métodos
que empregam a técnica de FISH multiplex (M-FISH) sao particularmente
uteis para cariotipagem de cromossomos muiltiplos. Exemplos de métodos
que empregam M-FISH incluem, métodos de cariotipagem espectral (SKY).
Métodos que empregam a técnica de SKY séo descritos em, por exemplo,
Schrock E et al., Science 273:494 (1996); Speicher MR et al., Nat Genet
2:368 (1996); T, Vignon et al., Nat Genet 15:406 (1997); Macville, M. et al.,
Hist Cell biol. 108 (4-5):299-305 (1997). Métodos que empregam a técnica

de SKY envolvem o uso de sondas cromossdmicas multiplas, marcadas com
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varios marcadores fonrescentes de forma a "pintar" cromossomos com mar-
cadores detectaveis e, desse modo, permitir a determinagao e identificacdo
de todo 0 complemento de um cromossomo: |

Em algumas concretizagdes, € utilizada citometria de fluxo, co-
mo Separagéo Celular Ativada por Fluorescéncia (FACS) para deferminar o}
cariotipo de células em uma populagéo celular. Por exemplo, podem ser em-
pregados corantes de DNA (por exemplo, iodeto de propidio, brometo de
etidio, Hoechst 33342, 33258, DAPI, etc.) para marcar DNA em células,

- permitindo que as células possam ser separadas em seguida, com base na

quantidade de sinal emitido pelo corante. Este método fornece uma estimati-
va da quantidade global de cromossomos, com base no teor de DNA, porém
nao fornece informagao éspecifica sobre qual cromossomo em particular
exibe ganho ou pefda. No entanto, a citometria de fluxo empregando coran-
tes ndo especificos de DNA ou outros marcadores é s’ufic_ievnte para distinguir
células predominantemente hipopldides de células predominante’mente hi-
perpléides. Em alternativa a corantes nao eSpecificos de DNA, marcadores
identificados especificos para um cromossomo em particular podem ser

também empregados. Este ultimo método é mais efetivo quando utilizado enr

-células que ndo estdo se dividindo ativamente e estio, por conseguinte, em

interfase. Estas sondas podem ser a base de nucleotideos ou de moléculas
quimicamente distintas que podem ainda parear bases, como acidos nucléi-
cos peptidicos (que poss.uem cadeia principal peptidica), etc..

Embora ndo seja particularmente eficiente, a cariotipagem tradi-
cional em larga escala pode ser éplicada também supondo que um numero
suficiente de células possa ser analisado, conforme discutido acima. Qual-
quer coloragao ou técnica Optica ou biofisica que detecte cromossomos po-
deria ser utilizada para cariotipagem. Em algumas concretizagdes, é utilizada
a coloragao de cromossomos por DAPI/outras coloracdes fluorescentes ou
colora¢des de campo iluminado. A cariotipagem tradicional pode ser realiza-
da, por exemplo, em linfécitos e amnidcitos, empregados métodos de traba-
lho intensivo, como coloragéo'por Giemsa (bandeamento G). Em algumas
concretizagOes, a etapa de deteccao compreende a amplificagdo em nivel
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- gendmico de células unicas, empregando PCR, opcionalmente em combina-

¢ao com arranjos de DNA e/ou associados a dados e mapas de polimorfismo
de nucleotideos isolados. Abordagens in vivo, utilizando marcas fluorescen-
tes ou outros métodos podem ser utilizadas também para identificar a ploidia
de células-tronco em vivo (por exémplo, Kaushal et al., J Neurosci. 23:5599-
5606 (2003)). - , | ,

Uma vez que a expressao de genes provém de cromossomos,
sera possivel identificar algumas formas de aneuploidia de acordo com o
nivel quantitativo ou qualitativo desta expressdo que possa ser detectada,
permitindo o uso de um .marcado‘r substituto ou correlacionado com aneu-
ploidia. Esta técnica pode ser associada a tecnologias convencionais de Se{ '
paragéao celular (por exemplo, FACS) possibilitando outros meios de idéntifi-
cacéo de formas distintas de aneuploidia. o R

Em algumas concretizagGes, a inveng@o prové métodos de sele-
¢ao ou separagao de diferentes células em uma populagéo celular (por e-
xemplo, células-tronco e/ou progenitoras) com base em seu cariétipo, pelos
qUais, células exibindo caridtipo eupldide ou hipopldide sdo selecionadas
(ou, de outra forma, separadas) de células com caridtipo hiperpldide. Em:
algumas concretizagdes, células selecionadas por hipoploidia (por exemplo,
perda de pelo menos um cromossomo 1 ou parte do cromossomo 1) podem
ser também hiperpldides em outro cromossomo ou parte deste. No entanto,
a selec¢ao e separagao ocorrerdao para a hipoploidia em}particular (por exem-
plo, no exemplo acima, cromossomo 1). Alternativamente, células exibindo
cariétipo eupldide ou hiperpléide sdo selecionadas (ou, de outra forma, sepa-
radas) de células com cariétipo hipopléide.

Estes métodos de separagdo podem incluir qualquer método de
separagdo disponivel na técnica, incluindo, entre outros, a separa¢ao pela
técnica FACS. Estes métodos de separagao sdo uteis, por exemplo, para
manutencao e controle de qualidade de rotina de populagbes de células-
tronco e de progenitoras, especialmente quando for desejada a retirada de
células hiperpléides potencialmente cancerosas. |
lll. Usos de Células-tronco apds Selecdo
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A presente invengéo prové métodos de cultura, crescimento e/ou
de selegcao de células-tronco ou de células progenitoras ou, de outra forma,
0 uso de células-tronco ou progenitdras, em que os métodos incluem uma
étapa de monitoramento e, opcionalmente, a manutengéo de Iinhagem‘celu-
lar aneupléide em mosaico. A selecdo de uma linhagem celular aneupléide
em mosaico especificada_, isto €, uma distribuicao especificada de cariétipos
em uma populagao celular, permite 0 uso mais adequado desta em todos os

ensaios, procedimentos e abordagens que empregam células-tronco ou cé-

" lulas progenitoras. Este ‘inclui, entre outros, o uso de células-tronco ou de

células progenitoras em transplante, produgcdo de agentes bioldgicos (anti-
corpos, siRNAs, etc.), selegao de agentes farmacéuticos (por exemplo, mo-
léculas que interfirém ou i}ntensifiquemv.a'proliferaqéo ou diferenciagdo de
células-troncd), a selecdo de toxinas e/ou seu efeito, deteccao de agentes
de biodefesa, através do qual mosaicos défihidos tenham propriedades iden-
tificadas que permitam a detecgdo de agentes, a determinagdo de novos
a’gentes. para tratamento de cancer, formagao de tecidos, regenera¢éo de
tecidos, vacinagao, pela qual células-tronco ou progenitoras tenham proprie-
dades que permitam a apresentacéo apropriada de antigenos ou a promo--
¢ao/inibicdo de uma resposta imuholégica, a determinacao de gendtipos de
células-tronco ou progenitoras para fins progndsticos e diagndsticos, incluin-
do espécimes normais e patoldgicos, tratamento de doengas genéticas, tra-

tamento de doengas ndo genéticas, biossensores, pelos quais, células-

~ tronco ou progenitores, previamente selecionadas para responderem a esti-

mulos distintos, possam, entao, responder a estimulos internos ou externos
quando introduzidas em um organismo ou serem utilizadas para monitora-
mento como agente isolado, tratamento de lesdes, cirurgia plastica e/ou pro-
ducao de fatores de crescimento, de proteinas antiapoptéticas ou outras pro-
teinas.

O tipo especifico de mosaico aneupldide selecionado dependera’
do tipo utilizado de célula-tronco ou progenitora. Em algumas concretiza-
¢cOes, pode ser desejavel selecionar e/ou manter uma populagao de células

em mosaico com predominio hiperpldide. Em algumas concretizag¢des, pode-
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ra ser desejavel selecionar e/ou manter uma populagéo celular exibindo uma
combinagao especifica de caridtipos (por exemplo, translocacdes e/ou mistu-
ra de células com padrdo diferente de hipoploidia e/ou hiperploidia e/ou eu-
ploidia). | - |

O tipo especifico de mosaico aneuploide desejado pode ser
prontamente determinado por monitoramento da distribuicao de caridtipos -
em uma populagdo de células e ide.ntificagéo de uma associagao de fenétipo
ou capacidade desejada com a distribuicdo de um cariétipo especifico. Um
exemplo desse processo é descrito nos Exemplos. As etapas nos Exemplos
incluem a identificagao da distribuicdo de caridtipos de células-tronco, a i-'
dentificagdo da diferenga de cariétipos éntre, pelo menos, duas populagées ,
diferentes de células-tronco e, em seguida, a identificacao de uma associa-
cdo de um fendtipo desejado com uma das distribuicdes de caridtipos (por
exemplo, células-tronco com distribuigdo de predominio hipopldide retém a
capacidade de se diferenciarem nos tipos celulares desejados).

As células-tronco tém atraido interesse consideravel como tra-
tamento para uma miriade de doengas, condicdes e deficiéncias, uma vez
que provéem uma fonte renovavel de células e tecidos. Células-tronco for--
madoras de sangue, presenfes na medula dssea, dénominadas de células-
tronco hematopoiéticas (HSCs) sao um tipo comumente utilizado de célula-
tronco. As HSCs sdo atualmente utilizadas para tratamento de leucemia,
linfoma e véarias doengas sanglineas hereditarias. No entanto, HSCs e ou-
tras células-tronco possuem potencial consideravel para tratamento de mui-
tas outras doencas. Alguns relatos sugeriram que certos tipos de células-
tronco adultas possuem a capacidade de se diferenciarem em multiplos tipos
de células. Por exemplo, células-tronco hematopoiéticas podem diferenciar-
se em células nervosas (neurdnios, oligodendrdcitos e astrécitos) (Hao et al.,
H. Hematother. Stem Cells Res. 12:23-32 (2003); Zhao et al., Proc. Natl. A-
cad. Sci. USA 100:2426-2431 (2003): Bonilla et al., Eur. J. Neurosci. 15:575-
582 (2002)), células de musculo esquelético (Ferrari et al, Science
279:1528-1530 (1998); Gussoni et al., Nature 401:390-394 (1999)), células
de mdsculo cardiaco (Jackson et al., J. Clin. Invest. 107:1395-1402 (2001)) e
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celulas hepaticas (Lagasse et al., Nat. Med. 6:1229-1234, 2000).
Células-tronco podem ser utilizadas no tratamento de problemas

orgénicos de qualquer tipo incluindo, entre outros, disttrbios de desenvolvi-

mento, infecgbes, doenga degenerativa, lesdo fisica ou quimica, incluindo
aquelas decorrentes de trauma, nas quais tecidos precisam ser repostos ou
regenerados. Exemplos de condi¢gbes relacionadas com trauma incluem le-
sGes do sistema nervoso central (SNC), incluindo lesdes ao cérebro, medula

espinhal ou a tecido que cerca o SNC, lesGes ao sistema nervoso periférico

 (SNP) ou lesdes a qualquer outra parte do corpo. Este trauma pode ser cau-

sado por acidente ou pode ser um desfecho normal ou anormal de um pro-
cedimento médico, como cirurgia ou angioplastia. O trauma pode estar rela-
cionado a uma ruptura ou oclusao de vaso sanguineo, por exemplo, em aci-
dente vascular cerebral ou fiebite. Em concretizagoes especificas, as células
podem ser utilizadas em terapias ou protQCoIbs de repbsigéo Ou regeneragao
de tecido autdlogo ou heterélogo, incluindo mas nao limitando, tratamento de

defeitos do epitélio de cérnea, reparo de cartilagem, dermoabrasao facial,

-~ membranas de mucosas, membranas timpanicas, revestimentos intestinais,

estruturas neurolégicas (por exemplo, retina, neurdnios auditivos em mem-:
brana basilar, neurénios olfativos em epitélio olfativo), reparo de queimadura
e ferida provocadas por lesdes traumaticas d'a pele ou para reconstrugéo de
outros érgdos ou tecidos danificados ou doentes. As lesdes podem ser de-
correntes de condi¢des é doengas especificas, incluindo entre outras, infarto
do miocardio, disturbios convulsivos, esclerose muiltipla, acidente vascular
cerebral, hipotensdo, ataque cardl'aco, isquemia, inflamacgao, perda de fun-
¢ao cognitiva relacionada a idade, dano provocado por radia¢éo, paralisia
cerebral, doenga neurodegenerativa, doenga de Alzheimer, doenca de Par-
kinson, doenga de Leigh, deméncia da AIDS, perda de meméria, esclerose
lateral amiotrdfica (ELA), doenca renal isquémica, trauma cerebral ou da
medula espinhal, desvio coragdo-pulmao, isquemia de retina, trauma de reti-
na, erros congénitos de metabolismo, adrenoleucodistrofia, fibrose cistica,
doenga de armazenamento de glicogénio, hipotireoidismo, anemia por célula
falciforme, sindrome de Pearson, doenga de Pompe, fenilcetundria (PKU),
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porfirias, doenga da urina de xarope de bordo, homocistinuria, mucopolissa-
caridoses, doenga granulomatosa cronica e tirosinemia, doenga de Tay-
Sachs, cancer, tumores ou outras condigdes patolégicas ou neoplasicas.

As células-tronco podem conter opcionalmente um vetor de &ci-

'do nucléico exdgeno ou vetor biolégico em quantidade suficiente para dire-

cionar a expressdo de um ou mais genes desejados em um paciente. A
construgao e expressdo de vetores convencionais de &cido nucléico sdo
bem-conhecidas na técnica e incluem aquelas téénicas contidas em Sam-
brook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vols 1-3 (22 edic&o,
1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press. Estes vetores de acido nucléico
podem estar contidos em um vetor biolégico, como virus e bactérias, de pre-
feréncia um microorganismo né@o patogénico ou atenuado, incluindo virus,
bactériaé, parasitas atenuados e particulas semelhantes a virus. '
O vetor de &cido nucléico ou vetor biolégico pode ser introduzido -
nas células de acordo com um protocolo de terapié genética éx vivo, o qual
compreende a excisao de células ou tecidos de um paciente, a introdugéo do
vetor de acido nucléico ou vetor bioldgico nas células ou tecidos excisados e

a reimplantagdo das células ou tecidos no paciente (vide, por exemplo, Kno--

~ell etal, Am. J. Health Syst. Pharm. 55:899-904 (1998); Raymon et al., Exp.

Neurol. 144:82-91 (1997); Culver et al., Hum. Gene Ther. 1:399-410 (1990);
Kasid et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:473-477 (1990)). O vetor de a-
cido nucléico ou vetor biolégico pode ser introduzido em células ou tecidos
excisados, por exemplo, por transfecgao mediada por fosfato de célcio (Wi-
gler at al., Cell 14:725 (1978); Corsaro e Pearson, Somatic Cell Genetics
7:603 (1981); Graham e Van der Eb, Virology 52:456 (1973)). Outras técni-
cas para introdugao de vetores de acido nucléico em células hospedeiras,
como eletroporagdo (Neumann et al., EMBO J. 1:841-845 (1982)), podem
ser empregadas também. '

As células da invengao podem ser também co-administradas
com outros agentes, como outros tipos de células, fatores de crescimento e
antibiéticos. Outros agentes podem ser determinados por qualquer técnico
na técnica.
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Tipos especificos de células-tronco podem ser identificados em-
pregando marcadores celulares especificos para um tipo desejado de célula-

tronco. Marcadores de células podem ser marcadores de linhagem, marca-
dores metabdlicos, marcadores de comunicagdo, fatores de crescimento,

fatores de transcricdo, por exemplo. Em concretizagbes especificas, marca-

dores celulares especificos sdo associados a células-tronco desejadas em

particular. Marcadores celulares podem ser detectados por métodos conhe-

cidos na técnica, como por imunoquimica ou citometria de fluxo. A citometria

- de fluxo permite a medigao rapida da dispersao de luz e emissao de fluores-

céncia, produzidas por células ou particulas adequadamente iluminadas. As
celulas ou particulas produzem sinais quando atravessam individuaimente
um feixe de luz. Cada parﬁcula ou célula é medida separadamenteve o resul-
tado representa caracteristicas citométricas acumuladas individualizadas.
Anticorpos especificos contra um marc_addr celular podem ser marcados
com fluorcromo de forma que possam ser detectados pelo aparelho de cito-
metria de fluxo. - |

Um versado reconhece como determinar um ou mais marcado-

res celulares adequados. Em concretizagdes especificas, para células-tronco:

embrionarias humanas, marcadores adequados incluem Oct4, TRA-1-60,

TRA-1-81, SSEA-4. Exemplos de marcadores celulares para células-tronco
hematopoiéticas incluem CD34+, Sca-1+, AA4.1+ e cKit+, e, em concretiza-
¢cOes especificas, estes rharcadores denotam células-tronco hematopoiéticas
murinas. Em concretizagbes alternativas, células-tronco hematopoiéticas
humanas podem ser CD34+ ou CD34-, CD38+ ou CD38(-), ckit+, Ti 14p,
C1FR+ ou uma combinagado destes. Exemplos de marcadores de células-
tronco nervosas incluem nestina, CD133+, BIM1 e Sox2, por exemplo. E-
xemplos de marcadores de células-tronco cardiacas incluem antigeno-1 de
célula-tronco, CD45(-), CD34(-), Scal+ ou uma combinacao destes, por e-
xemplo. Marcadores de células-tronco intestinais incluem A33+, cFMS+, c-
myb+, CD45(-) ou uma combinacdo destes, por exemplo. Marcadores de
células-tronco cutaneas incluem queratina 19.

Em algumas concretizagbes, células-tronco sédo investigadas
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quanto a um mosaico aneupléide em-particular (por exemplo, distribuigao de
cariétipo) para confirmar a presenga de um mosaico aneupldide em particu-
lar (ou, opcionalmente, selecionadas para um mosaico em particular) e, em
seguida, transplantadas em um animal (por exemplo, ser humano ou outro
mamifero). Pela manipulagdo das condigées de suas culturas, as células-
tronco podem ser induzidas a diferenciarem-se nos tipos celulares desejados
(por exemplo, células sanguineas, neurdnios, células musculares ou outros
tipos de células), opcionalmente, antes de ser realvizado o transplante. Esse
processo pode assegurar que ocorra nao so a diferenciacdo, mas também a
funcionalidade mais adequada nas células-tronco introduzidas.

Em algumas concretizagdes, a distribuicao de cariétipos é de-
terminada antes, apds e/ou durante a proliferagéo de células. Nestas concre- _
tizagées; as células-tronco dividem-se antes, apds ou tanto antes como de-
pois que 0 mosaico aneupldide da populagéo celular é detectado. Em algu-
mas concretizagdes, a detecgdo de mosaicos'aneUplc’)ides, durante e ap6s a
proliferagao celular e apés depésitd, é utilizada para co'nfirm_ar e/ou selecio-
nar populagbes celulares que retenham um mosaico aneupldide desejado
que esteja associado com um fenédtipo desejado (por exemplo, a capacidade
de se diferenciarem em um tipo celular desejado). A proliferagao pode incluir
1, 2, 5, 10, 50 ou mais ciclos de divisao celular. O nivel e formas do padrao
aneupléide em mosaico podem ser alterados por cohdigées definidas de
crescimento que possam ser otimizadas para um tipo celular desejado e
desfecho desejado. _ |

Conforme é descrito nos exemplos, a detecgao de uma distribui-
¢ao de caridtipos em uma populagéo celular pode possibilitar a identificagao
de populag¢des celulares que retenham ou nédo a capacidade de se diferenci-
arem. Versado na técnica podem aproveitar esta descoberta para identificar
e/ou utilizar populagdes celulares diferentes com distribuicoes diferentes de
cariétipos para selecionar moléculas que alterem o fenétipo, inibam, elimi-
nem ou induzam a proliferacdo de uma populagcéo de células, de modo pre-
ferencial em comparagéo a uma segunda populagdo de células com distribu-
icao diferente de cariétipo. Sem pretender limitar a invengdo a concretiza-
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¢oes especificas, a titulo de exemplo, uma primeira populagéo de células-
tronco que exiba cariétipo em mosaico de predominio hipopléide, associada

a capacidade de diferenciar-se em tipos desejados de células, e uma segun-

da populacéo de células-tronco que exiba cariétipo em mosaico de predomi—
nio hiperpldide, associada a incapacidade de diferenciar-se no(s) tipo(s) de-

sejado(s) de células, podem ser investigados contra uma biblioteca de agen-

~ tes (moléculas orgénicas pequenas ou agentes biolégicos, como anticorpos,

siRNAs, acidos nucléicos, peptideos, etc.), e 'permitindo a selecdo de agen-
tes que inibam o crescimento da populacdo hiperpléide. Uma vez que se

acredita que células-tronco existam em populagdes neoplasicas ou cancero-

sas, o enfoque na origem da proliferagéo celular, a célula-tronco cancerosa,

€ também uma maneira para se identificar agentes anticancer. Estes agen-
tes podem ser ainda selecionados para identificar aqueles que n&ao inibem
significativamente o crescimento da populagéo celular de» predominio hipo-
pléide e, pelo mesmo, a identificagdo de um agente que pode ser utilizado
na manutencéo de células com a capacidade de se diferenciarem conforme |
desejado. Em uma alternativa, poderiam ser encontradas células-tronco dife-
rentes que retenham capacidade de diferenciarem-se em tipo(s) celular(es).
desejado(s) quando exibissem cariétipo em mosaico de predominio hiper-
pléide. Em'algumas destas concretizagées,‘ sd0 identificados agentes que
inibem populagée‘s celulares de predominio hipopléide sem afetar significati-
vamente populagdes ceIUIares de predominio hiperpléide. |
Exemplo _ |

A instabilidade cromdssémica, produzida por passagens prolon-
gadas de células-tronco embrionarias humanas (HESCs), representa um
possivel problema para o0 seu uso terapéutico seguro e eficaz. Recentemen-
te, anormalidades de cariotipos, detectadas por técnicas citogenéticas clas-
sicas, foram rela.tadas em linhagens de HESC. Para determinar a variagao
de anormalidades em HESCs correntes apds passagens prolongadas, utili-
zou-se a "cariotipagem espectral' (SKY), associada 4 quantificagéo de perda
e ganho cromossémico, em passagem em estagio inicial e tardio das linha-
gens H7 e H9 de HESCs, bem como de ESCS murinas. O exame de cada



10

15

20

25

30

23

HESC ou ESC murina, além de H7 e H9, incluindo HESCs n&o pertencente
ao NIH, produziu resultados semelhantes (dados n&o apresentados). Células
de passagens iniciais exibiram hipoploidia, contrastando com células de
passagens tardias que exibiram, primariamente, hiperploidia clonal. Culturas
de ESC de mamiferos em mosaico aneuplc’)ide e eupléide foram avaliadas
quanto a sua capacidade de se diferenciarem em neurénios, e as células
hiperpldide apresentaram redugao significante em potencial de diferencia-
¢ao. Estes dados identificam consequéncias fiSioIégicas de ESC aneupldides
de mamiferos e sustenfam 0 monitoramento de rotina de ESCs para formas
distintas de aneupioidia.
Introducdo: |

As linhagens de HESC H7 e H9 (obtidas do WiCell Res'earch
Institute, Madinson, WI) foram analisadas entre as passagens 36-44 (passé-
gem inicial) e passagens 77-88 (passagem tardia). Foi empregada a técnica
SKY para examinar o complemento e ofganizag:éd cromossémica, acoplado
a quantificacao intensiva de ganho e perda cromossémica. Em vez de identi-
ficar e relatar somente formas represehtativas ou conservadas de células
aneupléides, conforme é atualmente empregado em abordagens citogenéti-
cas classicas, todos os esfregagos aceitaveis de meféfase foram quantifica-
dos em relagdo ao numero de cromossomos perdidos ou ganhos, e esses
valores foram inseridos em grafico. A significAncia das aneuploidias obser-
vadas foi examinada pela avaliagcdo da capacidade das ESCs aneupldides
mamiferas de se diferenciarem em tipos cél‘ulares especificos, como neurd-
nios. .

Relatou-se aqui que linhagens de HESC podem exibir uma vari-
acao de aneuploidias que incluém hiperploidia, bem como formas nao previ-
amente documentadas de hipoploidia.
Resultados:
HESCs exibem ganho e perda aleatérios de Cromossomos

Estudos anteriores empregando citogenética classica relataram
que HESCs sdo essencialmente eupldides em nivel baixo de passagens
(Thomson et al., 1998; Amit et al., 2000; Draper et al., 2004a, Draper et al,
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2004b; Rosler et al., 2004). Recentemente, Draper e colaboradores relata-
ram que apo6s 60 passagens, subclones H1, H1.1A e H1.1B adquiriram mu-
dancas Cromossémicas, caracterizadas especificamente por ganho de cro-
mossomo 12 ou 17 (Draper et al., 2004b). Para determinar a conserVagéo
deste genétipo aneupldide apds passagens prolongadas, as Iinhagens celu-
lares H7 e H9 foram cultivadas, conforme previamente descrito (Draper et

al., 2004b), e comparadas apds passagens diferentes das culturas (figuras
- 1-2). N

Apébs 87 passagens, células H7 exibiram ganho de cromossomo
1 e 12, de acordo com relatos prévios. A maioria destas células H7 de pas-
sagem tardia foi caracterizada por hiperploidia de cromossomos especificos,
sugerindo expanséb clonal de células Yaneupk’)ides in vitro. Somente 10%
das células efam euploides, apds a quantificagéo (figura 1). Apés 78 passa-
gens, H9 demonstrou ganho de cromossomo 12 em 75% das células.

Por comparagao, mais de 75% das células de passagens inici-
ais, expandidas em apenas 43 passagens, foram numericamente eubl()ides
(figura 1). O restante das populagdes foi aneuploide, porém distintamente
das células H7 de passagem tardia, consistindo predomin_antemente em cé- -
lulas hipopléides que nao foram obviamente clonais (figura 1). Esse resulta-
do sugeriu que formas distintas de instabiiidade' cromossdémica poderi.am
ocorrer apés paésagens repetidas de HESCs, com influéncias acentuada-
mente diferentes sobre a subpopulagdo eupléide. Resultados semelhantes
foram observados com todas as outras HESCs examinadas.

A fim de comparar o bandeamento G e técnicas mais detalhadas
de andlise de carittipos, utilizou-se tanto o bandeamento G como SKY-PK
para analisar duas Iinhagéns de hESC (H7 e H9), as quais sdo 100% eupléi-
des em passagens iniciais. Comparativamente, células de passagem em
nivel baixo (passagem 43 para H7 (p43), p37 para H9) e células de passa-
gem em nivel alto (p87 para H7, p78 para H9), de cada linhagem, foram cul-
tivas empregando protocolos convencionais (Barch, 1997). Foram enviadas
amostras para um laboratério de citogenética estabelecido para ser efetuada
a cariotipagem por bandeamento G. Amostras da mesma partida original de
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hESCs foram processadas por SKY-PK em nosso laboratério. Para cada -

amostra, foram analisados quarenta esfregacos de metafase por dois obser-

vadores independentes. Cariétipos individualizados foram documentados em

formato de tabela (Tabela 1).

Tabela |

Linhagem
celular

Bandeamento G

SKY-PK

H9p37

100% 46, XX

72,5% 46, XX

2,5% 40, XX, -2, -4, -7, +11, -14
2,5% 45, XX, -21,

2,5% 46, XX, +3, -10

2,5% 43, XX, -10, -19, -21,
2,5% 41, XX, -1, -3, -7, -16, -17
2,5% 46, XX, +5, -12 |
2,5% 44, XX, -5, -17

2,5% 45, XX, -20 -

2,5% 43, XX, -11, -15, -16
2,5% 42, XX, -13, -19, -20, -21
2,5% 45, XX, -19

H9p78

78% 47, XX, +12
22% 46, XX

72,5% 47, XX, +12
20% 46, XX

2,5% 48, XX, +6, +10 |
2,5% 50, XX, +12, +14, +15, +21
2,5% 47, XX, +1, -2, +12

H7 p43

100% 46, XX

80% 46, XX

2,5% 39, X, -5, -11, -12, -14, -20, -
22, -X

2,5% 45, X

2,5% 45, XX, -2

2,5% 42, XX, -14, -17, -20, -22
2,5% 43, XX, -17, -21, -22

2,5% 44, XX, -16, -22

2,5% 42, XX, -6, -11, -14, -17
2,5% 44, XX, -13, -21

H7p87

' 90% 48, XX, +1, +12
10% 46, XX

77,5% 48, XX, +1, +12
10% 46, XX

2,5% 47, XX, +1, -2, +12
2,5% 47 XX, +1, +12, -21
2,5% 47, XX, +1, -8, +12
5% 49, XX, +1, +11, +12

Para amostras de passagens iniciais, os estudos de bandea-

mento G relataram sempre uma taxa uniforme de 100% eupléide. Em con-
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traste nitido, entre 72,5-80% das hESCs foram identificadas como eupldides

por SKY-PK. A populagédo de células aneupldides em mosaico das passa-

gens iniciais, revelada por SKY-PK, nao foi clonal e em grande parte, porém

nao exclusivamente, hipopldide (vide a Tabela | para obter os cariétipos exa-
tos). Por outro lado, a técnica de bandeamento G e de SKY-PK produziram
resultados semelhantes, porém ndo idénticos, para hESCs de passagem
tardia, com a maioria das células exibindo ganhos cromossémicos clonais,

juntamente com um componente menor aneupléide em mosaico, identificado

" por SKY-PK.

A perda observada de érdmdssomos, responsavel pela maior
parte do padrao em mosaico, ndo € decorrente de artefato técnico por varios
motivos: 1) nivel semelhante de perda aleatéria de cromossomo néao é ob-
servado em linhagens de hESC de passagem fardia; 2) linfécitos humanos,
analisados em paralelo, foram >97% eupléidés por _SKY-PK, compativel com
andlises anteriores (Rehen et al., 2001, 2005); 3) hiperploidias foram tam-
bem detectadas aqui e em estudos anteriores. Além disso, nossos dados de
hESCs sdo compativeis com a extensao variada de aneuploidia, observada
emv ESCs de camundongo (Eggan, 2002). ‘ |
Ganho de cromossomo correlacio'na-se com inibicao de diferenciagéo neu-
ronal | |

Um atributo fundamental de HESCs é a sua capacidade em ulti-
ma instancia de se difefenciarem em células normais maduras. Ha amplas
evidéncias de que a diferenciagao de células ES pode ser manipulada para
dar origem a populagbes com alto teor de células neuronais. Células estro-
mais PAB, quando utilizadas como nutriente, promove a diferenciagéo ner-
vosa pela indugdo de coldnias de ES de camundongos para que se tornem
Tuj-1 positivas e com neuritogénese robusta (Kawasaki et al.,, 2000). Para
examinar o potencial de diferenciagao de células aneuploides versus euploi-
des, ESCs de mamiferos foram tratadas com taxol (aneupldide) ou sem taxol
(eupldide), e foram examinadas quanto a sua capacidade de se diferencia-
rem em neurdnios quando cultivadas em conjunto com células PA6. Apéds 1

semana de diferenciagdo, 55% das células tratadas com taxol tinham ga-
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nhado cromossomos (figura 3). Ademais, quando as células foram fixadas e
coradas pe'lo tuj1, houve uma diminuigao significativa no nimero de coldnias
diferenciadas em nivel neuronal nas células tratadas com taxol. Estes resul-
tados demonstram que niveis e formas diferentes de aneuploidia podem al-
terar o potencial de diferenciagao neuronal de ESCs em cultura.
Discusséo: ,

Um objetivo em longo prazo da pesquisa com células-tronco é o
de desenvolver novas terapias para o tratamento de doencgas debilitantes. A
fim de este objetivo ser atingido, sera necessario obter linhagens de HESC
que demonstrem conSegruirem reproduzir-se mesmo apos passagens pro-
longadas. A existéncia de instabilidade cromossomica em linhagens de
HESC poderia alterar as propriedades fisiologicas das HESCs. Empregando_
a técnica SKY, acoplada com quantificacdo das formas de aneuploidia em
HESCs, foi observada aneuploidia predominante de muitas formas distintas.
As consequéncias funcionais de aneuploidia em ‘ESCs de mamiferos nao
tinham sido previamente examinadas e, surpreéndentemen_te', pelo menos
duas formas de aneuploidia — hiperversus hipoploidia — ndo sdo equivalen-

tes: hiperploidia, porém néo hipoploidia, correlaciona-se com inibicdo de dife- -

renciagdo, pelo menos ao longo de linhagens neuronais.

O uso de SKY para identificar formas de aneuploidia nao tinha
sido amplamente relatado anteriormente em HESCs, contrastando com téc-
nicas citogenéticas classicas de estudos passados. A técnica SKY permite a
identificag@o inequivoca né@o s6 da identificacdo de cromossomos, mas tam-
bém de translocagdes, e tem sido amplamente utilizada no estudo de céancer
(Schrock et al., 1996; Difilippantonio et al., 2000). Além da técnica SKY, a
quantificagéo de escores de esfregacos de metafase, em vez de alguns es-
fregacos comparativos de amostra (Amit et al., 2000; Buzzard et al., 2004;
Draper et al., 2004b; Mitalipova et al., 2005) identificou uma variacdo surpre-
endentemente grande e diversa de ganhos e perdas cromossdmicas em
HESCs e distinguiu diferengas gerais entre passagens iniciais e tardias (hi-
poploidia versus hiperploidia). |

Essas abordagens técnicas revelaram que a instabilidade cro-
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mossdOmica nao produz necessariamente um padréo conservado de aneu-

ploidia em HESCs. Apds 87 passagens, 90% das células H7 eram aneupléi-

des, com a maioria das células exibindo ganhos de cromossomos 1 e 12. A

tendéncia de ganhar cromossomos foi observada em todas as ESCs de

_ maml’feros de passagens tardias e, especialmente, de HESCs que examina-

dos, incluindo HESCs de origens diferentes do NIH.
Qual a significancia fisioldgica ou risco terapéutico associado a

aneuploidia de HESC? A aneuploidia — especialmente a hiperploidia — foi

~ vinculada a formacéo de cancer (Lengauer et al., 1997, 1998; Rajagopalan

et al., 2003; Lengauer e Wang, 2004; Rajagopalan e Lengauer, 2004), a qual
permanece um possivel fator de risco, associado ao uso de HESCs. Outras
possibilidades incluém anormalidades cariotl’picas que possivelmente interfe-
rem com a transmissdo de linhagem germlnatlva de mutagoes direcionadas
(Liu et al., 1997) e sdo uma das prmc:pals causas de insucesso em se obter
contribuicdes para todos os tecidos da quimera adulta de camundongo (Lon-

go et al., 1997). Estes ultimos resultados em camundongo sugeriram que a

~instabilidade cromossdmica, especialmente hiperploidia e translocagdes,

poderia levar a redugdes em pluripotencialidade das HESC. De acordo com:
esse ponto de vista, células ESCs hlperpIOIdes Nao eram capazes de se dife-
renciarem significativamente ao longo de linhagens neuronais.

Por comparacao, a hipoploidia € compativel com niveis normais
de diferenciagdo. Ela é remanescente da aneuploidia de desenvolvimento

~normal, observada em células neuroprogenitoras de camundongos (Rehen

et al., 2001; Kaushal et al., 2003; Yang et al., 2003; McConnell et al., 2004;
Kingsbury et al., 2005) e células ES de camundongos (Eggan et al., 2002). A
presenca de hipoploidia em células nervosas foi demonstrada ser compativel
com diferenciagdo normal em neurdnios de camundongos e de seres huma-
nos (Kaushal et al., 2003; Rehen et al., 2005). Ainda parece possivel haver
outras diferengas fenotipicas ou funcionais em neurdnios aneupldides, no
entanto, estas diferengas podem bem representar o observado no sistema
nervoso normal (Kingsbury et al., 2005).

No geral, estes resultados distinguem hiperploidias como um
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genatipo indesejavel para diferenciagdo normal de ESCs de mamiferos, em-
bora estas células possam ter outras propriedades vantajosas. Por compa-
ragao, a hipoploidia ndo interferiu com diferenciagcdo normal e a sua existén-
cia parece refletir o que é observado normalmente em tecidos em desenvol-
vimento. E importante observar que essas distingdes foram identificadas pe-
lo uso de técnicas sensiveis como SKY, e a quantificagdo de perda e ganho
de cromossomos que é distinta dos padrdes atuéis de amostragem limitada
empregada pela maidria dos laboratérios clinicos de citogenética. Recente-
mente, foi demonstrado que linhagens atuais de HESC, patrocinadas pelo
NIH,.estdo contaminadas com Neu5Gc, contra o qual muitos seres humanos
possuém anticorpos circulantes (Martin et al., 2005). A aneuploidia ndo fisio- :
l6gica poderia representar outra variavel a ser considerada na avaliacéo da
utilidade terapéutica de uma linhagem de HESC. A introdugéo de cariotipa-
gem sensivel de rotina, tanto de linhagens atuais e novas de HE_SC, aumen- -
tar a probabilidade de éxito no uso de HESCs, ao serem de_finidas linhagens
deSejéveis com base em seu padrdo de mosaico cromossémico para uso em
pesquisa e terapias com HESC. '
Métodos:

Cultura de HESC

As HESCs da linhagem H7 (WiCell Research Institute, Inc., Ma-
dinson, WI) foram cultivadas sobre fibroblastos de embriées de camundon-
gos (MEF, Speciality media, Phillisburg, NJ), inativados para mitoses (trata-
dos com mitomicina C), em DMEM/F12 Glutamax (Gibco,'CarIsbad, CA),
20% de soro de reposicao "KNOCKOUT" (Gibco) e 4 ng/ml de FGF-2 (R&D
systems, Minneapolis, MN). As col6nias foram submetidas a passagens com
colagenase/tripsina (Gibco) a cada 5-6 dias. As células eram imunoreativas
para marcadores nao diferenciados, incluindo Oct4,. SSEA-4, TRA-1-60,
TRA-1-81. Ademais, mais de 90% das colbnias exibiram atividade de fosfa-
tase alcalina. As células eram imunonegativas para o marcador embrionario
murino SSEA-1 e marcadores neurais, como Nestina, um marcador de pre-
cursor neural, Tuj-1 e Map2 (a + b), marcadores de neurdnio imaturo, NewN,
marcador de neurénio adulto, GAFP e s100-8, marcadores de astrécito e 04,
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Diferenciacao Neuronal de ESC:

ESC de camundongo foi cultivada junto com células PA6 (Kawa-

saki et al., 2002), por 1 semana sob condi¢des de diferenciacao (DMEM/F12

Glutamax (Gibco, Carlsbad, CA), 10% de soro de reposi¢ao "KNOCKOUT"
(Gibco), 0,1 mM de aminoacidos ndo essenciais (Gibco) e 0,1 mM de B- '

mercaptoetanol (Gibco)). As células foram tratadas com taxol (Sigma) em

concentragao de 2,5 nM.

’ Coloracao de Imunofluorescenma

A coloragédo de imunofluorescéncia foi realizada conforme des-

crito previamente (Gate et al, 1995), utilizando o-B-tubulina Il (Tuj-1; 1/1000,
Covance). Anticorpos secundarios foram adquiridos do Jackson ImmunoRe-

_search.

Cariotipagem Espectral (SKY) de HESC: }
Foram obtidos esfregagos cromossémicos de HESC por protoco-
los convencionais (Barch et al., 1997; Rehen et al, 2001). 4’,6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) (Sigma) e o kit H-10 de SKY (Applied Spectral Imaging, Inc.,

Carlsbad, CA) foram utilizados de acordo com as instrugdes do fabricante.
Andlise de Dados:

Para cada amostra, foram captufados 40 esfregacos de metafa-
se, e analisados por SKY, e 70 esfregados de metafase, submetidos a con-
traste por coloragao corh DAPI, foram capturados para quantificagdo de a-
neuploidia.
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REIVINDICACOES

1. Método para detecgdo e definicdo quanto ao status de células
aneupléides em mosaico de uma populagao de células- tronco ou progemto-
ras, 0 método compreendendo |
a detecgdo da presenca de células aneupldides em mosaico na populagéo,
em que pelo menos, 3 tipos diferentes de cariétipos sdo detectados entre
células diferentes na populagao.

2. Método de acordo com a reivindica¢éo 1, em que, pelo me-
nos, 30 células, na populagdo, sao selecionadas quanto aneuploidia.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que é registrada |
a aneuploidia das células. |

4. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que, pelb me-
nos, 5 caridtipos diferentes sao detectados em células diferentes na povpula-
cao. _

5. Método de acordo com a reivihdica(:éo 1, compreendendo a
detecc@o de células exibindo caridtipo hipopléide em mosaico em réde; ea
selecdo, entre as células com cariétipo hipopléide em mosaico em rede, de

uma linhagem de células-tronco ou progenitoras, na qual, pelo menos parte:

- de um cromossomo seja hipopldide para diferenciagéao e posterio'r propaga-

¢ao ou transplante.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo a
deteccao de células exibindo cariétipo hipopldide em mosaico em rede e a
selegao entre as células com cariétipo hipopléide em mosaico em rede, de
uma linhagem de células-tronco ou progenitoras, na qual, pelo menos, parte
de um cromossomo € hipopldide para a selecao de um farmaco.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo a
detecgé@o de células exibindo cariétipo hiperpléide em mosaico em rede e a
selegao, entre as células com cariétipo hiperpléide em mosaico em rede, de
uma linhagem de células-tronco ou progenitoras, na qual, pelo menos, parte
de um cromossomo é hiperpléide para diferenciagdo, posterior propagagao
ou transplante. |

8. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo a
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- detecgdo de células exibindo cariético hiperflide em mosaico em rede e a

selecao entre as células com cariético hiperpldide em mosaico em rede, de
uma linhagem de células-tronco ou pfogenitoras, na qual pelo menos parte
de um cromossomo é hiperpléide para a sele¢ao de um farmaco.

9. Método de acordo com a reivindicagao 1, compreendendo a-
inda a passagem de células-tronco por, pelo menos, um ciclo de divisao ce- '
lular, anteriormente a etapa de detecgao. |

10. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o caridtipo

" de, pelo menos, 80% das células, na populagido celular, é determinado.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a etapa de
deteccdo compreende hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH), incluindo
a técnica multiplex-FISH. | |

12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a etapa de |
detec¢édo compreende cariotipagem espeCtraI (SKY). |

13. O metodo da reivindicagao. 1, em que a etapa de detecgao
compreende bandeamento G, DAPI ou citometria. |

14. Método de selecdo de um agente que iniba, de preferéncia,

células que nao sao capazes de se diferenciarem, em comparacao a células:

capazes de se diferenciarem no tipo de célula desejado, o método compre-

endendo, o contato entre o agente e células que exibem caridtipo hiperpldide
em mosaico em rede, em que as células nao sao capazes de se diferencia-
rem no tipo de célula desejado; e selegcao de um agente que iniba a reprodu-
cao das células.

15. Método de acordo com a reivindicagcao 14, compreendendo
ainda as etapas de:

_ o contato entre o agente e as células que exibem cariétipo hipo-
ploide, em que as células sdo capazes de se diferenciarem no tipo de célula
desejado; e

a‘selegéo de um agente que iniba a reproducado das células hi-
perpléides, incapazes de diferenciagéo, porém, que nio iniba significativa-
mente a reprodugao das células hipopldides capazes de se diferenciarem no
tipo de célula desejado.
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16. Método para manuten(:éo ou melhora de uma populagao de
células-tronco ou de células progenitoras, o método compreendendo,

a detecgao do ca'riétipo de, pelo menos, um cromossomo ou par-
te do mesmo, nas células desta populagao; e ’

a separagao de células com cariétipo eupldide ou hipopldide em,
pelo menos, um cromossomo ou parte do mesmo, presentes nesta popula-
¢éo, de células com pelo menos um cromossomo, ou parte, hiperpléide e,
através disso, mantendo-se e melhorando a populagédo de células-tronco ou
de células progenitoras pela remogao de células hiperpldides, embora sendo
mantidas as células eUpI()‘ides e hipopldides nesta populagido de células.

| 17. Método de acordo com a reivindicagdo 16, em que as etapas
de detecgdo e de separaga@o s&o conduzidas por sele¢éo celular ativada por -
fluorescéncia (FACS). ' ' |

18. Método de acordo com a reivindicagdo 16, em que apés a |
etapa de separagao, € promovida a diferencia¢ao das celulas exibindo cari6-
tipo eupldide ou hipoploide. ‘ | | |

19. Método de acordo com a reivindicagcao 16, em que apds a
etapa de separagao, é promovida a reprodugao das células exibindo cari6ti--
po eupldide ou hipopldide. |

20. Método de acordo com a reivindicagéo 16, em que apds a
etapa de separagao, as células exibindo cariétipo eupldide ou hipoplodide sédo

transplantadas em um individuo.
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~ RESUMO
Patente de Invengdo: "SELEGAO, REPRODUGAO E USO DE CELULAS-
TRONCO ANEUPLOIDES EM MOSAICO".-

A presente invengao refere-se a disposi¢ao de cariétipos de cé-
lulas em uma populag¢ao celular que pode determinar o fendtipo e 'capacida-
de de células-tronco de se diferenciarem nos tipos de células desejados, de
forma a funcionarem normalmente, bem como de representarem risco para

eventos adversos como cancer. Por conseguinte, a determinagdo quanto ao

" status de células aneupldides em mosaico de uma populagdo celular é dtil

na identificagdo e/ou manutengdo de tragos desejados e na eliminagdo de - -
tragos ndo desejados em células-tronco e para -defini-las em nivel de seu

complemento cromossdmico.
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