Silvio Filipe Borges Ferreira

Células Estaminais: Evolugao e Aplicagoes

Monografia realizada no ambito da unidade Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacuticas, orientada
pelo Professor Doutor José Barata Custodio e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Julho 2014

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Eu, Silvio Filipe Borges Ferreira, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, com o
n°® 2007010541, declaro assumir toda a responsabilidade pelo conteiido da Monografia apresentada
d Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, no dmbito da unidade curricular de
Acompanhamento Farmacéutico.

Mais declaro que este é um trabalho original e que toda e qualquer afirmagdo ou expressdo, por mim
utilizada, estd referenciada na Bibliografia desta Monogrdfia, segundo critérios bibliogrdficos
legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de Autor, a excep¢do das minhas

opiniées pessoais.

Coimbra, || de Julho de 2014

(Silvio Filipe Borges Ferreira)



O Aluno

(Silvio Filipe Borges Ferreira)

O Orientador da Monografia

(José Barata Custddio)



Agradecimentos

Aos meus professores, pela transmissao de conhecimento e disponibilidade.

Aos meus pais, e as minhas irmas por todo o apoio e carinho, por terem estado sempre

presentes, ao longo do curso e da vida.

Aos meus amigos, pelo companheirismo e partilha de experiéncias.

Por fim, agradeco também a Rita, que foi um pilar ao longo do percurso académico.

A todos um muito obrigado!



“The stem cell field is poised for progress. If it lives up to its early promise, it may one day restore
vigor to aged and diseased muscles, hearts, and brains—-perhaps even allowing humans to combine

the wisdom of old age with the potential of youth.”
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REsuMoO:

As células estaminais representam uma area de conhecimento emergente, de variado espectro
de aplicagao, que vai desde a terapéutica ao desenvolvimento de novos farmacos.

Devido as limitagoes do uso de células estaminais embrionarias, a pesquisa evoluiu no sentido
de indugao de pluripoténcia a partir de varios tipos de células. Tém sido estudadas varias
formas de se obter células pluripotentes ao longo dos anos.

A sua aplicagao terapéutica esta ainda numa fase prematura e sao necessarios mais estudos
para ultrapassar as limitagdes que existem, apesar do grande progresso ja alcangado. Varias
aplicagdes tém surgido, nomeadamente o desenvolvimento de firmacos e no estudo de
modelos de doengas. Com todo o investimento aplicado, sera de esperar um futuro promissor

para esta tecnologia.

Palavras-chave: células estaminais, medicina regenerativa, indugio de pluripoténcia,

aplicagao terapéutica

ABSTRACT:

Stem cells represent an emerging area of knowledge, with a wide range of applications, from
the therapeutics to the drug development.

Due to the limitations of the use of embryonic stem cells, research has moved towards the
induction of pluripotency from various cell types. Several ways to obtaining pluripotent cells
over the years have been studied.

The stem cell’s therapeutic application is still at an early stage, and further studies are required
to overcome the limitations that exist, despite the great progress achieved. Several
applications have emerged, such as in the development of drugs and in the study of disease

models. With all the efforts made, it will be to expect a promising future for this technology.

Keywords: stem cells, regenerative medicine, pluripotency induction, therapeutic application



INTRODUCAO

O conceito de célula estaminal foi introduzido pela primeira vez em 1908 por Alexander
Maksimov, que teorizou a existéncia de células estaminais hematopoiéticas, percursoras das
células do tecido sanguineo (Biography of Alexander A. Maximow, 2007). Apesar dos seus
estudos na area, s6 em 1978 foram efectivamente descobertas estas células, abrindo caminho
para uma tecnologia tao promissora, que mais tarde veio a englobar a medicina regenerativa
(Prindull et al., 1978).

Inlmeros estudos tém sido realizados utilizando as tradicionais células estaminais
embrionarias, destacando-se o trabalho desenvolvido por James Thomson que isolou pela
primeira vez células estaminais embrionarias humanas, fazendo-as proliferar em laboratério
(Thomson et al., 1998). Devido as suas limitagoes de histocompatibilidade e ética, houve
necessidade de evolugao, sendo introduzido o conceito de indugao de pluripoténcia,
recentemente, numa tentativa de ultrapassar as barreiras impostas até entao (Takahashi &
Yamanaka, 2006).

A sua aplicagao a medicina regenerativa tem como objectivos: a utilizagao destas células
de uma forma eficaz na terapia regenerativa de orgaos e tecidos lesionados, bem como na
melhoria da qualidade de vida, aumentando o potencial do ser humano em termos de
longevidade (Ratajczak et al., 2014).

Assim, a presente monografia tem por objectivo fazer uma revisao da evolugao da medicina
regenerativa, no contexto das células estaminais, focando as principais vantagens e
desvantagens da sua aplicagao, obstaculos e barreiras a ultrapassar, bem como das areas de
aplicacdo no campo da medicina. Adicionalmente, pretende-se também perspectivar sobre o
futuro desta tecnologia, de acordo com os dados actuais, dando uma opiniao pessoal sobre o

assunto.



I. CONCEITO DE CELULA ESTAMINAL

As células estaminais sao células indiferenciadas, percursoras das diferentes células do
organismo humano, animal, ou mesmo vegetal. Desta forma, sao capazes de dar origem a
qualquer tipo de célula ou tecido do organismo. Possuem grande capacidade de se dividirem,
auto-renovarem e diferenciarem, apresentando elevada poténcia, propriedades que sao de
extrema importancia no contexto da medicina regenerativa (Bose, 2012). Estas células podem
dividir-se simetricamente, isto &, originando duas células filhas exactamente iguais a que lhes
deu origem. Por outro lado, a sua divisao pode ser assimétrica, originando duas células filhas
diferentes, uma igual a célula mae e outra um pouco mais diferenciada. Existe portanto um
balango entre estes dois processos na regulagao da manutengao e regeneragao dos tecidos do
organismo (Simsek & Simsek, 2012).

Na literatura encontram-se dois tipos de classificagao destas células, de acordo com a sua
poténcia ou com o seu estado de diferenciagao.

A poténcia celular define-se como a capacidade de uma célula se dividir e diferenciar em
diferentes células do organismo (Mitalipov & Wolf, 2009). No fundo, representa a extensao
da sua capacidade de diferenciagao, apresentando um total de cinco niveis distintos, por ordem
decrescente: células totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes.

A totipoténcia representa o nivel maximo de capacidade de diferenciagao, em que a célula
pode dar origem a qualquer tipo de tecido do organismo humano, como é o caso do zigoto,
formado apos a fecundagiao dos gametas masculino e feminino (Mitalipov & Wolf, 2009). Esta
célula é a percursora de todo o organismo humano.

A pluripoténcia representa o nivel seguinte, em que uma célula é capaz de formar qualquer
tipo de tecido, mas nao um organismo inteiro. Por exemplo, as células do botao embrionario
do blastocisto podem formar qualquer um dos trés tecidos do embriao (endoderme,
mesoderme e ectoderme) dando posteriormente origem ao feto, mas nao conseguem originar
os tecidos extra-embrionarios como a placenta e os anexos embrionarios (Bose, 2012).

As células multipotentes apresentam uma capacidade de diferenciagao inferior, originando
células da mesma camada germinativa, como é o caso das células hematopoiéticas que originam
o tecido sanguineo, ou as células estaminais mesenquimatosas, que vao originar os
osteoblastos e adipocitos (Uccelli et al.,, 2008). Este tipo de celula esta confinado a linha
germinativa a que pertence, sendo que uma célula multipotente, por exemplo do tecido

sanguineo, nao vai originar células do tecido nervoso (Bose, 2012).



Num nivel hierarquico inferior situam-se as células oligopotentes, capazes de formar
tecidos dentro da mesma familia, como é o caso das células mieldides originarias dos diferentes
leucocitos, e as células unipotentes, capazes de se diferenciarem em um unico tipo de tecido
(Simsek & Simsek, 2012). Estas células “finais” encontram-se no nivel maximo de diferenciagao.

De acordo com o grau de diferenciacao e local de obtengao, sao classificadas em dois
tipos: as células estaminais embrionarias e as células estaminais adultas (também designadas
por somaticas) (Simsek & Simsek, 2012). As primeiras encontram-se localizadas no blastocisto
e sao pluripotentes, enquanto as segundas encontram-se dispersas nos diversos tecidos do
organismo ja formado, constituindo células de variada poténcia, desde multipotentes a
unipotentes. Sao responsaveis pela manutengao e regeneragao dos tecidos onde se encontram

localizadas (Simsek & Simsek, 2012).

2. LIMITACOES E PRINCIPAIS BARREIRAS

Desde a sua descoberta que as células estaminais embrionarias revolucionaram o conceito
de medicina regenerativa. Devido ao seu potencial de auto-renovagao e diferenciagao em
qualquer tecido ou 6rgao do organismo humano, em teoria, estas células poderiam resolver
inUmeras patologias que afectam os seres humanos, fornecendo uma quantidade de tecido
para transplante virtualmente ilimitada.

Neste contexto, levanta-se a questao ética e moral, porque a obtencao de células
embrionarias humanas envolve a destruicao de embrides, ou seja, durante a recolha, o embriao
€ automaticamente destruido (Pereira, 2008). Desta forma, a sua utilizagao para fins de
pesquisa e terapéutica nao tem sido aceite, apesar de ja ha muito tempo se utilizarem embrices
fertilizados in vitro, no contexto da reprodugao assistida, e muitos desses embrices acabarem
por ser desprezados (Pereira, 2008). Este obstaculo tem atrasado, de certa forma, a pesquisa
neste campo e de acordo com o meu ponto de vista, deveria ser ultrapassado, ja que os
embrides podem ser desenvolvidos in vitro, nao necessitando obrigatoriamente de ser
implantados no utero humano.

No entanto, em 2008 foram criadas as primeiras células embrionarias humanas, sem que
houvesse destruicao do embriao. O processo consistia em retirar um Unico blastomero dos
embrides fecundados in vitro, através de biopsia. Esse blastomero, juntamente com o embriao

de onde ¢é retirado, é posteriormente cultivado num meio especifico propicio ao



desenvolvimento do blastocisto. Como resultado, tanto o blastbmero como o embriao
apresentaram taxas de desenvolvimento semelhante (Chung et al., 2008).

Sob o ponto de vista da seguranca publica, este tipo de células, apesar do enorme potencial
terapéutico, apresentam ainda uma série de riscos. Devido a sua habilidade para formar
qualquer tipo de tecido e da elevada capacidade de proliferagao, quando transplantadas em
humanos, estas células podem formar teratomas, que sao tumores contendo varios tipos
tecidos, provenientes das trés camadas germinativas.

Um outro problema levantado diz respeito a compatibilidade entre o paciente receptor
das células e o doador. Como exemplo, supondo que um paciente necessita de um transplante
para regenerar ou substituir um determinado tecido, as células estaminais embrionarias que
vao ser transplantadas necessitam de ser obrigatoriamente compativeis com o receptor, caso
contrario havera rejeicao. Hipoteticamente, a melhor forma de contornar esta limitagao seria
a utilizagao de células estaminais embrionarias do proéprio individuo, ou em ultimo grau, de um
parente proximo compativel. Uma alternativa seria a criagdo de um banco de células
estaminais, semelhante ao que acontece com os bancos de medula 6ssea, mas isso seria um
modelo muito dificil de realizar devido a complexidade das proéprias células e da variabilidade
genética de cada individuo (Pereira, 2008).

Assim, como podem ser ultrapassadas estas limitagoes? Essencialmente, de acordo com a
literatura, poderiam ser usadas duas técnicas. Primeiro, seria pertinente criar embrices
contendo células estaminais do préprio individuo. Esta técnica ja existe e é designada por
clonagem terapéutica. E semelhante a clonagem tradicional e consiste na transferéncia nuclear,
ou seja, o nucleo de uma célula do individuo a tratar é transferida para o oocito, in vitro
(Ratajczak et al., 2014). Apesar de resolver o problema da histocompatibilidade, esta técnica
ainda é eticamente reprimida, pois continua a ter por base a destruigao de embriodes.

Assim, houve necessidade de encontrar uma fonte alternativa de células estaminais
pluripotentes e surgiu o conceito de inducao de pluripoténcia. O método consiste em utilizar
células somaticas, teoricamente de qualquer tecido adulto, tornando-as indiferenciadas e
adquirindo de novo a pluripoténcia. Estas células seriam posteriormente estimuladas in vitro a
diferenciarem-se em células do tecido a tratar, sendo passiveis de transplante. Desta forma,
estariam ultrapassados os problemas de ética e também de histocompatibilidade, ja que o
dador seria o proprio receptor (Ratajczak et al.,, 2014).

Devido ao seu grande potencial terapéutico, este tipo de células tem sido alvo de intensos

estudos. Todavia, € preciso ainda muita pesquisa antes de poderem ser utilizadas na
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terapéutica, sendo necessario ultrapassar algumas barreiras, como a formagao de teratomas

que |he esta associada (Batista et al., 2014).

3. CELULAS ESTAMINAIS INDUZIDAS

Em 2006, foi descrita a capacidade de reverter uma célula ao estado de pluripoténcia
(Takahashi & Yamanaka, 2006). Pela primeira vez, foi possivel a obtencao células estaminais a
partir de fibroblastos isolados de rato. A indugao da pluripoténcia aconteceu devido a
introdugao nos fibroblastos de quatro genes indutores de pluripoténcia, designados por Oct4,
Sox2, KlIf4 e c-Myc, utilizando um retrovirus, que funcionou como vector viral. As células
criadas foram designadas de células estaminais pluripotentes induzidas e apresentavam
morfologia e capacidade de proliferagio celular semelhantes as células estaminais
embrionarias, contendo os mesmos marcadores genéticos (Takahashi & Yamanaka, 2006). A
sua selecgao foi feita através do marcador Fbx|5, uma proteina que é expressa em células
embrionarias indiferenciadas. Apos serem transplantadas em ratos, as células pluripotentes
originaram teratomas que continham tecido das trés diferentes camadas germinativas, o que
provou que as células eram efectivamente pluripotentes. Assim, ficou demonstrado que
qualquer célula ja diferenciada pode ser transformada numa célula completamente diferente,
se lhe for aplicado um estimulo correcto ou forem introduzidos factores de transcrigao
especificos (Selvaraj et al., 2010).

As células estaminais pluripotentes induzidas foram injectadas em blastocistos, tendo
contribuido para o desenvolvimento de embrides de rato, apesar de nao se terem conseguido
formar organismos adultos (Takahashi & Yamanaka, 2006). Apesar dos dados obtidos serem
de elevada importancia, foi claro que era necessario ultrapassar determinados problemas até
se conseguir efectivamente utilizar a tecnologia para terapéutica humana. Obstaculos como o
tempo demorado do processo, a quantidade de células obtidas e a tendéncia para a formagao
de tumores tinham de ser contornados.

Estes estudos tiveram um impacto enorme na comunidade cientifica, que iniciou uma
pesquisa a nivel mundial tendo por base os principios introduzidos em 2006.

A mesma equipa constituida por Okita e colaboradores (2007) realizou um estudo
semelhante induzindo a reactivagao dos mesmos quatro factores genéticos, mas a selecgao
das células obtidas foi através da proteina Nanog, um factor de transcricio expresso nas
células embrionarias. As células pluripotentes obtidas apresentavam uma maior semelhanga

com as células embrionadrias, possuindo expressao genética e padroes de metilagio de DNA
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mais proximos, apesar de nao serem completamente iguais, quando comparadas com as células
pluripotentes selecionadas com o factor Fbx 15 (Okita et al., 2007). Todavia, observou-se que
apesar das células pluripotentes obtidas serem de maior qualidade, o processo de obtengao
era menos eficiente e eficaz, ou seja, a quantidade de células obtidas era menor e o processo
era mais lento (Okita et al., 2007).

O passo seguinte foi tentar criar organismos adultos, utilizando as células estaminais
pluripotentes induzidas seleccionadas com Nanog. Apos a sua introdugao em blastocistos de
rato, e posterior implante no utero das fémeas, foi possivel a obtengao de sete quimeras
adultos (organismos compostos por genomas diferentes), ao contrario do que tinha sido
obtido por Yamanaka em 2006. As células implantadas contribuiram assim para a formagao do
organismo adulto. Quando os quimeras machos foram cruzados com fémeas, foi possivel a
obtenc¢ao de uma nova geragao de ratos, cujo genoma possuia os quatro factores introduzidos
pelo retrovirus. No entanto, cerca de 20% desenvolveu tumores, possivelmente devido a
reactivacao do gene c-Myc, que possui propriedades oncogénicas (Okita et al., 2007), enquanto
os outros trés factores nao foram reactivados.

Ainda em 2007, o mesmo grupo realizou outro estudo, numa tentativa se substituir o
factor c-Myc para reduzir o potencial de formag¢ao de tumores. Através de um comunicado,
Yamanaka reportou que efectivamente conseguiu produzir células pluripotentes sem o factor
c-Myc, levando ao nascimento de quimeras cuja descendéncia deixou de formar tumores.
Apesar do sucesso, o processo mostrou-se ainda mais lento e menos eficiente (Swaminathan,
2007). Mais tarde, Yamanaka substituiu o factor c-Myc por um da mesma familia, o I-Myc. Com
esta substituicao, foi possivel aumentar significativamente a eficiéncia do processo. Os ratos
criados conseguiam reproduzir-se, mas a formagao tumoral nao era estimulada (Yamanaka et
al.,2010).

Como era de esperar, os conhecimentos adquiridos foram extrapolados para o campo
humano, e em 2007 foram manipuladas células somaticas humanas. Dois grupos
desenvolveram esta pesquisa simultaneamente e as conclusoes obtidas foram semelhantes. Por
um lado, Yamanaka, utilizando os quatro factores originais (Oct3/4, Sox2, Klf4 e c-Myc),
reverteu fibroblastos humanos ao estado de pluripoténcia, obtendo células semelhantes as
células embrionarias humanas. Estas apresentavam capacidade de se diferenciarem in vitro em
qualquer uma das trés camadas germinativas (Yamanaka et al., 2007).

Por outro lado, Yu alterou um pouco o método e usou os factores Oct3/4 e Sox2
combinados com o factor Nanog e o Lin28, mostrando a sua suficiéncia para reprogramar as

células humanas. Estas também conseguiam formar qualquer um dos tecidos das trés camadas
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germinativas (Yu et al., 2007). Destes estudos é pertinente concluir que, como os factores
usados para induzir a pluripoténcia eram semelhantes tanto nos roedores como nos humanos,
a maquinaria de transcrigao essencial que regula a pluripoténcia é conservada entre espécies
(Han & Yoon, 201 1). Este facto é importante na medida em que, quando se aperfeicoarem os
métodos de obtencao de células estaminais e de diferenciacao das mesmas nos tecidos alvos,
sera mais facil aplicar os principios para diferentes espécies, englobando muito mais areas do
que a terapéutica humana.

Nesta altura, estava claro que haviam certas limitagdes a ser ultrapassadas, como a
velocidade de produgao das células estaminais pluripotentes induzidas, que tinha de ser
aumentada; a integragao genética e todas as suas consequéncias, bem como o uso de vectores
virais, que para além dos quatro factores de Yamanaka, podem integrar na célula alvo o seu
genoma potencialmente nocivo e causar mutagoes; e ainda o potencial para a formagao de
tumores. |dealmente, seria necessario que a reprogramagao celular passasse pela expressao
temporaria dos genes de interesse, ou seja, seria de evitar a integragao genética que ocorre
com a utilizacio de retrovirus e lentivirus, através da utilizacao de vectores virais nao
integrantes, ou ainda a utilizacdo de métodos nao virais (Zhou & Freed, 2009).

Existem pesquisas realizadas relativamente aos métodos virais nao integrantes, mas os seus
resultados nao sio completamente conclusivos. Stadfeld e os seus colaboradores utilizaram
adenovirus em vez de retrovirus para induzir a pluripoténcia de fibroblastos e células hepaticas.
Os genes utilizados foram os quatro factores de Yamanaka, e eram expressos
temporariamente. As células obtidas por este método apresentavam padroes de metilagao de
DNA semelhantes ao das células pluripotentes obtidas através de retrovirus, e conseguiam
formar diversos tipos de tecidos e teratomas. Foi possivel criar ratos quimeras adultos.

Um outro estudo, realizado por Okita e colaboradores (2008) apresentou resultados
contrarios, ja que nao conseguiram transformar hepatocitos em células pluripotentes a partir
de adenovirus. No entanto, utilizando a transfeccao complementar de Oct3/4, KIf4 e Sox2 a
partir de retrovirus, foi possivel esta transformagao. Aparentemente, alguns tipos de células
parecem estar mais receptivos para o adenovirus que contém os genes de interesse, do que
outros. Assim, € necessario realizar mais estudos para explorar o potencial do uso de
adenovirus como vector viral (Han & Yoon, 201 I).

Outras alternativas foram estudadas alternativas, de forma a tentar evitar a utilizagao de
virus, tanto integrantes como nao integrantes. A utilizagdo de plasmideos como
transportadores do material genético para célula foi uma ideia pertinente. Através da insercao

de dois plasmideos de expressao em fibroblastos, um contendo o DNA complementar
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(cDNA) dos genes Oct3/4, Sox2 e Klf4, e o outro contendo o cDNA do gene c-Myc, foi
possivel criar células pluripotentes competentes. As células criadas nao apresentavam
evidéncia de integragao dos plasmideos (Okita et al., 2008).

Uma outra hipotese passava por descobrir que moléculas eram formadas pela expressao
dos quatro factores de Yamanaka durante a inducao de pluripoténcia. Essas moléculas
poderiam ser introduzidos na célula somatica, estimulando a sua desdiferenciagao temporaria,
e quando necessario seriam removidas do meio, evitando por exemplo, a formagao de
tumores nos organismos descendentes (Han & Yoon, 201 1). Um estudo realizado um estudo
em 2009 induziu pela primeira vez a pluripoténcia em fibroblastos embrionarios de rato,
utilizando proteinas recombinantes, sintetizadas a partir de culturas de E. coli. As células
pluripotentes produzidas eram indistinguiveis em relagao as tradicionais células embrionarias
e expressavam varios marcadores endogenos de pluripoténcia, como o Oct4, Sox2 e Nanog.
Quando se tentou proceder a sua diferenciagdo novamente in vitro, num meio apropriado, elas
formaram com sucesso corpos embrionarios e desenvolveram células das trés camadas
germinativas. Este novo método € claramente importante, pois elimina os riscos inerentes a
manipulagao genética que ocorre com a integragao de DNA estranho no genoma de uma
célula (Zhou et al., 2009).

Apesar da importancia desta experiéncia, limitagdoes como a eficiéncia e eficicia do
processo continuavam presentes. Na verdade, este método mostrou-se até mais lento,
comparado com o uso de vectores virais. Assim, foi proposto um novo modelo, o primeiro
baseado em mecanismos celulares, através de 2 compostos: SB431412 (inibidor do TGFf -
factor de transformagao de crescimento beta, uma proteina que interfere na proliferagao e
diferenciagao celular), e PD0325901 (inibidor da MEK - familia de quinases activadas por
mitogénio). Os dois compostos sao inibidores das duas vias assinaladas, que interferem com
um processo designado por transicao epitelial mesenquimal, onde as células do epitélio se
transformam em células mesenquimais multipotentes. Em relagao ao modelo original, este
método apresentou eficiéncia aumentada em cerca de 100 vezes. Com a introdu¢ao de um
novo composto, thiazovivin, em combinagao com os dois anteriores, foi possivel aumentar a
eficiéncia do processo em cerca de 200 vezes (Lin et al., 2009). Em termos de seguranca, este
método mostrou-se promissor, pois é baseado em mecanismos naturais das células, afastando-
se por completo dos inconvenientes da manipulagao genética.

Em 2009, um outro método foi proposto, baseado em microRNA, pequenas sequéncias
de nucleétidos complementares ao RNA mensageiro (mMRNA), que modulam a sua actividade.

A introducao microRNAs diferentes, pertencentes a familias de microRNA que siao expressas
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preferencialmente em células estaminais embrionarias, em combinagao com a expressao dos
factores Oc4, Sox2 e KIf4 através de retrovirus, aumentou a eficiéncia da reprogramagao de
fibroblastos de rato (Judson et al., 2009). Mais tarde, seguindo os principios deste método, um
outro grupo conseguiu obter bons resultados na indugao de pluripoténcia de fibroblastos
humanos e de ratos através de microRNAs, na auséncia dos factores de Yamanaka descritos
anteriormente. Como resultado, as células obtidas tinham caracteristicas semelhantes as
tradicionais células pluripotentes induzidas, nomeadamente na expressao de marcadores de
pluripoténcia, formagao de teratomas e mesmo contribuicao para a criagao de quimeras, no
caso dos ratos (Anokye-Danso et al., 201 1).

A utilizagao de mRNA sintético como substituinte da integragao genética também foi
estudada e apresentou resultados positivos. Em 2010, foram reprogramadas varios tipos de
células somaticas humanas por este método, com uma eficiéncia consideravelmente maior em
relacio aos métodos anteriores. A tradu¢ao do mRNA nas proteinas de interesse, sem
integracao, permite estimular temporariamente as vias da pluripoténcia, sem os riscos
associados aos métodos virais (Warren, et al., 2010).

Os estudos aqui apresentados sao apenas alguns exemplos dos que existe actualmente no
contexto da producio de células estaminais. E uma ciéncia em constante evolucio, procurando
sempre aumentar a eficacia e eficiéncia dos métodos, tentando ultrapassar as limitagoes

inerentes a inducao da pluripoténcia.

4. APLICACAO NA TERAPEUTICA

Dada a capacidade que as células estaminais possuem para se diferenciarem num enorme
variedade de células funcionais adultas, tém virtualmente o potencial de curar qualquer doenca
ou patologia que resulte ou provenha de destruicao de tecidos celulares.

Ha varias condigoes em que atualmente so6 é possivel amenizar os sintomas mas nao curar
a doenca, tal como patologias neuro-degenerativas, diabetes mellitus, varios tipos de artrite,
entre outros, onde o uso células estaminais representa uma hipotese de cura. Noutros casos,
como a paralisia causada por danos na espinal medula, onde nao existe actualmente uma
solucao viavel, a medicina regenerativa uma nova esperanca.

No contexto da terapéutica, esta ciéncia ja se encontra em decurso em animais, no
entanto a sua aplicagao terapéutica a humanos é ainda muito restrita, apesar de varios estudos

clinicos ja estarem a ser aprovados e efectuados utilizando células estaminais e células
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estaminais induzidas. A seguir vao ser referidas algumas situagoes, mas é de realgar que

existem muito mais areas e doencas onde estao a ser feitos estudos.

4.1. DOENCAS NEURO-DEGENERATIVAS E LESOES NEURONAIS

As doengas neuro-degenerativas abrangem uma enorme variedade de patologias, que sao
caracterizadas pela perda de células neuronais ao nivel do cérebro e da espinal medula.
Gradualmente, estas células vao sendo destruidas, o que se traduz numa perda de fungao
cognitiva, motora ou fisioldgica (Lindvall et al., 2012). Fazem parte do ramo da neurobiologia
e sao talvez as mais complexas de estudar do organismo humano. Factores como a
acessibilidade limitada do tecido nervoso ou mesmo a incapacidade dos neurodnios
diferenciados se regenerarem contribuem para esta complexidade. Exemplos de doengas que
possuem um grande potencial para beneficiar com esta ciéncia sao a doenga de Parkinson,
doenga de Alzheimer, o acidente vascular cerebral ou mesmo as lesoes na espinal medula.

A doenga de Parkinson é caraterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos na
substancia nigra. Varias abordagens tém sido utilizadas com algum sucesso para combater os
sintomas, como a administragao de L-DOPA, percursor da dopamina, mas nao se mostram
eficazes para travar a doenga. O seu mecanismo patolégico esta bem definido, o que a torna
passivel de tratamento por transplante recorrendo a células estaminais induzidas (Vaccarino
et al.,, 201 1). Este conceito ja foi aplicado em modelos de roedores com doenga de Parkinson,
demonstrando correcgao da patologia a nivel comportamental e anatomico.

Este conceito ja foi testado, utilizando células estaminais pluripotentes induzidas obtidas
de doentes Parkinson, posteriormente diferenciadas em neurdnios dopaminérgicos e
implantadas em modelos animais de roedores. Estes implantes demonstraram um
funcionamento regular e sem evidéncias de serem afectados por processos de
neurodegenerescéncia, mesmo varios meses apos o transplante. Os ratos demonstraram
melhorias comportamentais que evoluiam com o tempo e, apos cerca das 20 semanas,
demonstravam uma recuperagao total na maioria dos casos (Hargusa et al.,, 2010).

Os tratamentos para as lesoes causadas por acidente vascular cerebral seguem as mesmas
linhas de investigagcao das lesoes encontradas nos casos de doenca de Parkinson, onde as
células sao transplantadas para as zonas afectadas, demonstrando uma melhoria progressiva
ao nivel funcional e comportamental. Os mecanismos celulares que levam a esta melhoria
ainda nao se encontram bem elucidados, no entanto, varias hipoteses devem ser tidas em

consideragao, tal como a activagao dos mecanismos de reparacao enddgenos e factores
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neurotroficos. Estas melhorias sao também tidas como de longa duragao, isto &, cerca de um
ano (Lindvall & Kokaia, 2011).

A doenca de Alzheimer carateriza-se pela presenca de aglomerados neurofibrilares e
depositos de proteina $-amiloide em placas em varias regides do cérebro, levando a diferengas
na manifestagao dos sintomas, mantendo, no entanto, alguns pontos em comum, como a perda
de memodria, deméncia e declino das capacidades cognitivas (Hampel, 2013).
Concepcionalmente, a aplicagao das células estaminais na doen¢a de Alzheimer é mais
complicada que no caso da doenga de Parkinson, pois é necessario que estas se diferenciem
em diferentes tipos celulares diferentes e que migrem para as varias zonas afectadas no
cérebro.

Apesar de precoces, alguns estudos em animais demonstraram que quer as células
estaminais embriondrias quer as provenientes de tecido adulto, quando introduzidas no
cérebro de ratos, eram incorporadas no parénquima do cérebro doente. As células
percursoras de neurdnios demonstraram possuir capacidade de migrar para as zonas
danificadas, diferenciando-se em neurdnios e astrocitos, resultando numa diminuicao do défice
na aprendizagem e memoria. Para além disto, demonstraram ainda estimular os neuroénios
enddgenos, activando os sistemas de reparagao de neurdnios do proéprio tecido afectado
(Abdel-Salam, 201 1). Apesar dos feitos alcancados, esta aplicagao necessita de uma maior
compreensao e avango (Lindvall & Kokaia, 2010).

A esclerose lateral amiotrofica define-se pela degeneracio dos neurénios motores do
cortex cerebral, tronco cerebral e espinal medula, o que vai inicialmente condicionar os
movimentos do doente, que acaba rapidamente por perder todas as suas fungdes motoras,
ficando totalmente dependente de terceiros. As capacidades cognitivas do doente ficam
inalteradas. Através do uso de células estaminais de varios tecidos, como células estaminais
neuronais, ou as células pluripotentes induzidas, ja se conseguiram criar neurdnios motores in
vitro. Estes conseguiram estabelecer sinapses funcionais com fibras musculares. Apos
transplante em modelos animais de roedores, os neurdnios conseguiram ligar-se
correctamente ao tecido nervoso e aos musculos, contribuindo para uma melhoria parcial da
paralisia (Lindvall & Kokaia, 2010). Apesar dos ensaios que se tém feito, ainda é prematuro
para tirar conclusoes a longo prazo sobre este tipo de terapia (Ratajczak et al., 2014).

As lesoes da espinal medula acontecem por um trauma, normalmente forte, e o seu
mecanismo patoldgico € complexo. Envolve interrupgao dos estimulos nervosos das vias
ascendentes e descendentes, degeneragao de neurdnios, inflamagao e desmielinizagao. O

paciente perde capacidade de movimentos e sensa¢oes, dependendo da zona onde acontece
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o trauma, e em Ultimo caso pode ficar paraplégico, ou tetraplégico. Actualmente, esta doenga
nao tem cura. Um estudo, utilizando células estaminais neurais humanas implantadas na espinal
medula de ratos, mostrou que havia regeneragao dos neurdnios e oligodendrécitos, com
melhorias na locomogao. Um outro estudo demonstrava que as células neurais implantadas se
diferenciavam em neurdnios maduros, que estabeleciam ligagdo com os neurénios do rato.
Um resultado semelhante foi obtido com modelos caninos (Lindvall & Kokaia, 2010). Todavia,
pensa-se que as melhorias obtidas se devem também a secregao de factores neurotroéficos que
vao estimular o crescimento dos neuronios. Em 2009 foi aprovado o primeiro ensaio clinico
com células estaminais embrionarias humanas, para tratamento desta patologia. No entanto
foi cancelado em 2011, devido ao aparecimento de tumores em modelos de roedores
(Ratajczak et al., 2014).

Assim, os resultados obtidos demonstram que esta tecnologia, apesar de muito
promissora, ainda precisa de ser avaliada e aperfeicoada antes de poder ser usada na

terapéutica.

4.2. DIABETES MELLITUS TIPO |

O Diabetes Mellitus tipo | é uma doenga metabolica, auto-imune, caracterizada pela
destruigao das células  do pancreas. Desta forma, o pancreas deixa de produzir insulina, uma
hormona hipoglicemiante, que interfere no metabolismo da glicose. Esta doenga actualmente
nao tem cura, sendo que o tratamento consiste na injeccao de insulina. Mesmo que
hipoteticamente se introduzissem células estaminais no pancreas que levassem a regeneragao
dos ilhéus de Langerhans, estima-se que o sistema imunitario iria continuar a atacar estas
células. Desta forma, foi proposto um novo modelo terapéutico, designado por Stem Cell
Educator Design. Este modelo utiliza células estaminais derivadas do cordao umbilical,
multipotentes. Estas células demonstraram modular a actividade imunologica in vitro. A terapia
baseia-se em duas etapas, em que inicialmente os linfocitos sao separados do sangue do doente
e, posteriormente, passam pela camara de cultura onde estao fixadas as células multipotentes.
Apos a adaptacgao, os linfocitos sao reintroduzidos no paciente (Zhao et al., 2012).

Um ensaio clinico liderado por Zhao em 2010 demostrou a seguranga do método e a sua
exequibilidade. Houve melhoria do controlo metabdlico, que durou meses ap6s um unico
tratamento. Durante este tempo, verificou-se também reducio da resposta auto-imune,
fornecendo evidéncias de que o pancreas pode regenerar quando a auto-imunidade é
controlada (Zhao et al., 2012).
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Relativamente a produgao de células B humanas, ja se alcangou este feito em laboratorio,
através da utilizagao de células adultas somaticas de uma mulher com diabetes tipo |. Estas
células foram fundidas com oocitos, através da técnica de transferéncia nuclear, originando
células pluripotentes, que apds proliferacao e diferenciagao, conseguiam produzir insulina,
quando estimuladas por um meio contendo glicose. Apos transplante em ratos, estas células

possuiam igual actividade as do pancreas dos proprios ratos (Yamada et al., 2014).

4.3. DOENCAS CORONARIAS

No que se refere ao sistema cardiaco, existem alguns alvos terapéuticos importantes
como regeneragao do musculo cardiaco destruido no caso dos enfartes agudos do miocardio.
Supondo que ¢é possivel criar cardiomidcitos viaveis a partir de células do proprio individuo e,
posteriormente, transplanta-los, essas células poderiam restituir a fungio cardiaca. E um
conceito interessante, que ja foi testado em modelos animais, no entanto a sua aplicagao em
humanos é limitada devido a imaturidade da técnica, tanto para cardiomiocitos derivados de
células embrionarias humanas como para os derivados de células pluripotentes induzidas (Oh
etal, 2012).

Recentemente, utilizando um modelo primata nao humano, foi possivel regenerar o tecido
muscular danificado pelo infarto agudo do miocardio (Murry, 2014). Foram usadas células
estaminais embrionarias humanas para a producao dos cardiomidcitos. Verificou-se um
aumento de tecido muscular no coracio danificado e uma melhoria da funcao cardiaca,
demonstrando uma resposta electromecanica sincronizada com as células do hospedeiro,
apesar de pequenas arritmias nao fatais. Assim, especula-se sobre a aplicagao de uma técnica
semelhante em humanos no futuro (Murry, 2014).

Um outro potencial alvo é a criagao de pacemakers bioldgicos que substituissem os usados
actualmente, ultrapassando as suas limitagoes tais como a necessidade de intervengao cirurgica
ou risco de inflamagao por se tratar de um corpo estranho. Esta aproximagao ja foi testada
em modelos suinos, e apresentou resultados satisfatorios, no entanto os cardiomidcitos
usadas eram derivados de células embriondrias humanas em vez células pluripotentes
induzidas, s6 permitindo a sua aplicagao hipotética em humanos usando imunossupressores,

devido ao risco de rejeigao (Oh et al., 2012).
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4.4. PATOLOGIAS HEMATOLOGICAS

Uma outra area de aplicagao das células estaminais diz respeito as patologias que afectam
o sangue, por exemplo anemia falciforme e a anemia de Fanconi, onde ja existem estudos em
roedores que apontam para a sua correcgao (Oh et al,, 2012).

A anemia falciforme é um tipo de doenga hereditaria, em que os eritrocitos adquirem a
forma de foice, perdendo a sua flexibilidade e, por isso, tém tendéncia para obstruir os vasos
sanguineos de menor calibre causando varios problemas, como dor aguda subita ou morte
dos tecidos. Esta patologia é causada por uma mutagao no gene da hemoglobina, originando
hemoglobina S em vez de hemoglobina A (Rees et al.,). Num estudo, foram obtidas células
pluripotentes induzidas através de globulos vermelhos falciformes, e o gene responsavel pela
patologia foi corrigido. Posteriormente, foram diferenciadas em células hematopoiéticas e
transplantadas em murganhos afectados. Como resultado, os murganhos apresentavam uma
melhoraria nos niveis de hemoglobina, na morfologia dos eritrocitos e nos indices clinicos
(Hanna et al.,, 2007).

Um conceito semelhante foi aplicado a anemia de Fanconi. Este tipo de anemia resulta de
uma mutagao genética que condiciona a reparacio do DNA. Como tal, é comum o
aparecimento de cancros e também a falha da hematopoiese pela medula 6ssea. Num estudo
realizado, células somaticas adultas foram colhidas de pacientes com esta patologia e nessas,
foi induzida pluripoténcia e corrigido o gene em causa. Diferenciando as ultimas em células da
linha hematopoiética, obtiveram-se células mieloides e eritrocitos normais, ou seja, sem a

doenga (Raya, 2009).

5. APLICAGCAO NO DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

As células estaminais sao uma plataforma tao versatil que podem ser usadas nao so6 na
terapia, como visto anteriormente, mas também podem ajudar a perceber a natureza das
doencas e fornecer novas ferramentas que permitam um estudo mais eficaz e acessivel de

candidatos a potenciais farmacos.

5.1. MODELOS PARA ESTUDAR DOENCAS

No contexto da terapéutica, esta tecnologia tem um enorme potencial. Por exemplo, é
possivel melhorar o conhecimento de mecanismos de patogénese de uma forma menos
invasiva para um doente, simulando in vitro o que acontece in vivo. Isto é possivel porque as
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células estaminais podem-se diferenciar, sendo uma fonte ilimitada de qualquer tecido do
nosso corpo. Elas expressam também os marcadores tipicos desses tecidos, pelo que
permitem uma avaliacao de todo o fendtipo celular, e nao s6 de alvos especificos como é o
actual paradigma. Retém ainda as variagoes genéticas causadas pelo desenvolvimento da
doenga, sendo essa caracteristica importante no estudo de doencgas genéticas. Apesar das suas
limitagoes, este € um método que tem vindo a permitir o avanco da terapia personalizada.

Assim, as células estaminais pluripotentes induzidas representam uma alternativa mais
economica e mais fiavel em comparacdo aos modelos animais de doengas e, ainda,
potencialmente mais versateis na natureza e quantidade de estudos a que podem ser
submetidas. No entanto, ha ainda um longo caminho a percorrer até que correspondam a
todas as espectativas, pois atualmente ha dificuldade em estabilizar o fenétipo que se pretende
estudar, a diferenciacao celular ainda nao estd bem conhecida e controlada, assim como
também é desconhecida a extensao das modificagoes celulares que a indugao de pluripoténcia
pode causar (Soldner & Jaenisch, 2012).

Num dos primeiros ensaios em que essa simulagao foi eficaz, foi estudada a atrofia
muscular-espinal, uma doenga neurologica hereditaria, no qual foram criadas células
pluripotentes partir de fibroblastos cutaneos e depois foi promovida a sua diferenciagao em
neurdnios motores. Foi verificado que estas células mantiveram o gendtipo da doenga e
demonstravam defeitos especificos, quando comparadas com as células da mae do paciente,
que era saudavel. Foi ainda testada a sua resposta a compostos conhecidos por aumentarem
a expressao da proteina de sobrevivéncia do neurdnio motor, que se encontra diminuida nesta
doenga. Assim, este estudo demonstrou a potencialidade do método como recurso para o
estudo de doengas, do seu mecanismo, novos alvos e até para o ensaio de novos compostos

(Ebert et al., 2009).

5.2. SCREENING DE ATIVIDADE E TOXICIDADE EM NOVAS MOLECULAS

Considerando a potencialidade das células estaminais pluripotentes induzidas para
modelar doengas humanas ou mesmo em animais, varios estudos foram ja efectuados em que
procederam ao ‘“screening” de moléculas activas contra inumeras doengas. Este tipo de
estudos, no entanto, ainda se encontram na sua maioria em fases preliminares de
estabelecimento e aperfeicoamento do método, tendo ja apresento resultados promissores.

Um destes casos é o estudo efectuado por Hoing e colaboradores (2012), no qual

utilizaram neurdnios motores derivados de células estaminais. O objectivo era realizar um
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screening de mais de 10000 compostos para avaliar a sua possivel fungao neuro-protectora,
quando submetidos a stress induzido pela microglia.

Esta abordagem permitiu nao so a identificagao de 12 potenciais candidatos, bem como
um certo grau de elucidagao relativamente aos mecanismos de ac¢ao destes, que levavam a
inibicao da toxicidade da microglia. Varios mecanismos de ac¢ao foram estudados e varios
alvos identificados (Hoing et al., 2012).

Nos ensaios de screening é também possivel investigar a potencial toxicidade dos
compostos em estudo, toxicidade esta que pode ser estudada em relagao a tecidos de uma
natureza especifica, que muitas vezes s6 seria possivel determinar ja nos ensaios clinicos,
resultando na recusa do potencial farmaco depois de um grande investimento. Exemplos disto
sao os varios trabalhos referentes a utilizacao das células estaminais no estudo da toxicidade
cardiaca, pois uma das principais razoes pela qual os farmacos cardiacos falhavam os ensaios
de fase 2 e 3 era por causarem arritmias. Utilizando cardiomiécitos derivados de células
estaminais pluripotentes induzidas, e medindo as propriedades condutoras, o ritmo, a
repolarizagao e outros factores, conseguiram perceber se os compostos em estudo estavam
de algum modo a interferir com o seu correcto funcionamento, sendo o modelo mais capaz
de reproduzir in vitro os efeitos cardiotoxicos dos compostos (Mordwinkin & Burridge, 2013).

Assim, estes estudos demonstram a enorme versatilidade e potencial uso das células
estaminais no desenvolvimento de farmacos, que juntamente com muitos outros exemplos
nos ultimos anos, demonstram que este sera potencialmente o melhor modelo para

seleccionar compostos passiveis de aprovagao em futuros ensaios clinicos.

6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A aplicagao das células estaminais na terapéutica e no desenvolvimento de farmacos ainda
tem um longo caminho a percorrer até ser efectivamente utilizada como pratica recorrente
para beneficio humano. A presente abordagem restringe-se a uma pequena amostra dos
estudos que ja foram realizados nesta area e certamente dos que virao a ser.

No meu ponto de vista, o potencial da aplicagao desta ciéncia é enorme no contexto da
medicina regenerativa. A possibilidade de regenerar ou substituir qualquer tipo de tecido do
organismo confere-lhe uma inegavel versatilidade.

Novos estudos cientificos aumentam diariamente o nosso conhecimento nesta area, com

o objectivo de compreender todos os mecanismos inerentes de forma a encontrarem-se
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solugdes para as limitagoes com que somos confrontados actualmente. As técnicas usadas
necessitam de ser melhoradas e a previsio do comportamento celular aquando da
diferenciagao, e apos introdugao no organismo, necessita de ser compreendida na integra,
sendo que soO assim vai ser possivel aplicar as células estaminais embrionarias, somaticas e
induzidas na terapéutica.

O uso destas células também se mostra interessante na area do desenvolvimento de
farmacos, através da criagao de linhas celulares mais proximas do ser humano, o que permite
uma maior fiabilidade e especificidade em relagao aos modelos animais tradicionais. Os tecidos
obtidos seriam produzidos segundo a necessidade, eliminando assim limitagdes em termos
quantitativos.

O estudo de modelos de doenga in vitro, através da reprodugao de células afectadas por
determinada patologia a partir de células estaminais mostra-se importante, devido a
inacessibilidade de alguns tecidos, como € o caso do sistema nervoso central.

O futuro da pesquisa e aplicagao de células estaminais mostra-se promissor. Actualmente
ja se encontram em realizagao alguns ensaios clinicos de fase | em humanos, para o uso de
células estaminais embrionarias na distrofia macular e lesao na espinal medula, e dependendo
dos seus resultados de seguranga, o numero de ensaios clinicos que vao acontecer nos
proximos anos pode aumentar consideravelmente, promovendo a evolugao da pesquisa (Brunt
etal, 2012).

Do meu ponto de vista, acredito que o futuro da medicina regenerativa e personalizada
passe obrigatoriamente pelo uso das células estaminais, com especial foco nas células
estaminais induzidas. O potencial para no futuro se poderem construir 6rgaos in vitro, passiveis
de transplante em caso de doenga ou usados para fins de pesquisa, € mesmo a regeneragao
de membros in vivo, apesar de atrativo, sera provavelmente uma dos mais dificeis metas a
alcangar, devido a sua complexidade celular e estrutural. Contudo, acredito ser um dos passos

da evolugao da ciéncia.
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