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Resumo

RESUMO

Nesta dissertacéo serd feita uma analise geral da literatura sobre as células estaminais,
nomeadamente sobre as células estaminais pluripontes induzidas (iPS) e as suas
aplicacdes em modelos celulares humanos, dado o papel fulcral que tém representado

para 0S avancos e usos possiveis, ao nivel da evolucéo cientifica.

As células iPS sdo células somaticas que foram reprogramadas para um estado de
pluripoténcia através da introducdo de um cocktail especifico de factores de transcricéo.
Estas células podem ser obtidas por reprogramacdo directa a partir de células
fisiologicamente diferentes, como os fibroblastos, queratindcitos, hepatocitos e células do
sangue. Elas apresentam similaridade com as células estaminais embrionarias nas
propriedades morfoldgicas e de crescimento bem como de expresséo de genes especificos
de células estaminais embrionarias. Ambos crescem em clusters, expressam marcadores
de pluripoténcia, e formam teratomas quando injectados nos animais
imunocomprometidos, o que demonstra o seu potencial de diferenciagdo em linhagens
celulares das trés camadas germinativas embrionarias, incluindo neurénios, células do

sangue e células cardiacas.

Os progressos na area das células iPS revelaram o seu imenso potencial numa panéplia
de aplica¢bes, como a modelacdo de desenvolvimento individual e dos mecanismos de
regeneracdo, até ao transplante celular, a descoberta de novos farmacos, a identificacdo

dos mecanismos de doencas e 0 seu tratamento.

Contudo, existe ainda uma marcante divergéncia de opinido, assente em pontos de vista
eticamente diferentes sobre a seguranga destas células e os inerentes problemas que
podem ter os estudos e ensaios. No entanto, com o evoluir da seguranca e do
conhecimento, baseando-se nos primeiros ensaios clinicos ja realizados, comeca a ser

visivel a evolucdo exponencial das suas aplicacdes.

Palavras-chave: Células iPS, reprogramacéo, modelo de doenca, medicina regenerativa
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ABSTRACT

In this dissertation will be presented a general review of the literature on stem cells, in
particular on induced pluripotent stem cells (iPS) and their applications in human cell
models, given the key role that these cells represent to the progress and also due to to the

wide range of uses in diverse fields of science.

The iPS cells are somatic cells that have been reprogrammed to a state of pluripotency
through the introduction of a specific cocktail of transcription factors. These cells may be
obtained by direct reprogramming from physiologically different cells, such as
fibroblasts, keratinocytes, hepatocytes and blood cells. They present similarity to
embryonic stem cells in morphology and growth properties, as well as in expression of
specific genes of embryonic stem cells. Both cell types grow in clusters, express markers
of pluripotency and form teratomas when injected into immunocompromised animals,
thus demonstrating their potential to differentiate into cell lineages of all three embryonic
germ layers, including neurons, cardiac cells and blood cells.

Progress in the field of iPS cells revealed their potential in a range of applications, such
as modeling of individual development and mechanisms of regeneration to the cell
transplantation, the discovery of new drugs, the identification of disease mechanisms and

its treatment.

However, there is still a marked divergence of opinion, based on ethically different views
on the safety of these cells and on the problems inherent to the studies and trials of these
cells. With the evolution of our knowledge of these cells and of the security of their use,
as supported by the early clinical tests already carried out, one can envisage the
exponential evolution of applications for these remarkable cells.

Keywords: iPS Cells, reprogramming, disease model, regenerative medicine
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1 Introdugéo

1 INTRODUCAO

Nesta dissertacdo serd feita uma andlise geral da literatura sobre as células estaminais,
nomeadamente sobre as células estaminais pluripontes induzidas (iPS) e as suas
aplicacdes em modelos celulares humanos, dado o papel fulcral que tém representado

para 0S avancos e usos possiveis, ao nivel da evolucéo cientifica.

Marcada por uma abordagem compreensiva e analitica, nesta dissertacdo procura-se quer
um enquadramento e uma articulagdo dos enunciados empiricos, quer uma anélise dos
enunciados tedricos disponiveis. Além de analisar a pertinéncia e a aplicabilidade dos
enunciados teoricos procura-se, primordialmente, explorar as perpectivas oferecidas,
mediante uma analise combinada destes enunciados na verificacdo, ante o objectivo

apresentado.

Discorrendo e agregando os enunciados das publicacfes e artigos na area das células
estaminais, nomeadamente das células iPS, atende-se as propostas tedricas que permitem
a apreciacdo da concepcgéo, que se segue, analisando-se as teorizagdes que permitem a
observacdo da hipdtese de investigacdo e dos vectores caracterizadores da natureza das
células iPS e reflecte-se sobre a literatura especifica a respeito do objecto de estudo

definido para o efeito.
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1.1  CELULAS ESTAMINAIS

As ceélulas estaminais sdo células consideradas ndo diferenciadas, capazes de se dividir
indefinidamente de forma simétrica ou assimétrica. Assim sendo, considerando uma
hierarquia do potencial de diferenciacdo em linhagens diversas, destaca-se a capacidade
de totipoténcia, pluripoténcia e multipoténcia. O potencial destas células assenta nas suas
trés propriedades base: a capacidade de auto-renovacao, de diferenciacdo em linhagens
multiplas e, em ultimo, a restituicdo funcional apds transplante, que se destaca por ser a

mais dificil de demonstrar (Totey, Pal, Mamidi, Govindasamy, & Totey, 2010).

O potencial de totipoténcia permite a obtencdo de linhagens embrionarias e extra-
embrionarias, como por exemplo o zigoto, enquanto que, células com pluripoténcia
apenas tem capacidade de originar trés camadas germinativas, a endoderme, a ectoderme
e a mesoderme, ndo tendo capacidade de originar linhagem extra-embrionéria. Por fim a
multipoténcia significa capacidade de originar linhagens diferentes a partir de uma

camada germinativa (Totey et al., 2010).

14



1.1 Células Estaminais
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Figura 1: Aplicagdes gerais das SC.

Adaptado
http://stemcells.nih.gov/staticresources/info/scireport/PDFs/Regenerative_Medicine_2006.pdf

de

Por conseguinte, a capacidade das células estaminais de diferenciacdo em diferentes tipos

de células permite a sua aplicacdo em diversos campos como por exemplo, em testes que

podem melhorar a seguranca e eficicia de medicamentos de uso humano, em testes de

toxicidade, mas também na prevencdo de tratamento de doencas a nascenca e ainda em

transplantes de tecidos (Figura 1).
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1.2 ORIGEM E FONTE DE ESTAMINALIDADE

No decorrer da embriogénese € observada uma diminuicdo do potencial de diferenciacao
das células que constituem o embrido. Assim o zigoto e os blastomeros, células da morula
entre as duas e as oito semanas, sdo as Unicas com capacidade de totipoténcia. No
blastocisto inicia-se uma especializacdo das células, com a perda progressiva da
capacidade de se diferenciarem em todo o tipo de células. No entanto, o blastocisto tem
na sua composicdo as células externas do trofoblasto e uma cavidade denominada
blastocélio, que num dos polos apresenta uma massa celular, o botdo embrionario. Assim
sendo, as células do trofoblasto apenas originam células dos tecidos extra-embrionarios
como a placenta, o corion e 0 saco amnidtico, enquanto que as células do botéo
embrionario vdo ser percursoras do epiblasto, de onde derivam as trés camadas
germinativas do embrido (ectoderme, mesoderme e endoderme), com capacidade de
pluripoténcia, contendo células estaminais embrionarias ES, que podem gerar todo o tipo
de células do organismo adulto, excluindo a placenta e tecidos extra-embrionarios (Figura
2). SO a estrutura completa suporta o desenvolvimento completo de um individuo (José
Braganca, 2010).
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1.2 Origem e Fonte de Estaminalidade
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Figura 2: Caracterizagdo das células estaminais embrionarias.

Adaptado de

http://stemcells.nih.gov/staticresources/info/scireport/PDFs/Regenerative_Medicine_2006.pdf

As células estaminais ndo existem apenas durante a embriogénese, mas também em varios
tecidos e 6rgdos do individuo adulto, sendo designadas como células estaminais adultas.
Tal como o nome pressupde, estas tém capacidade de auto-renovacdo bem como de
diferenciacdo em células especificas dos tecidos ou 6rgdos onde se localizam (Lerou &
Daley, 2005) como por exemplo, no bago e no figado. Estas células sdo responsaveis pela
manutencdo e reparacdo dos tecidos onde se encontram, apesar da sua capacidade de

diferenciacdo em relacdo as células ES ser mais reduzida (Leeper, Hunter, & Cooke,

2010).
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A manutencdo das células ES requer um balanco que tem em conta a memoria celular,
que especifica a capacidade de pluripoténcia; e a plasticidade, que permite a entrada em
qualquer via de diferenciacdo. A estaminalidade pressupde, entdo, uma desrepressao

global da expressao génica ao nivel da cromatina, através da regulacdo epigenética.

Regulagdo epigenética engloba modificagdes da cromatina e DNA, contudo ndo ocorre
mudanca na sequéncia de DNA. Esta regulacdo ocorre através de alteracdes a nivel da
metilacdo do DNA, das histonas e de RNA de interferéncia. A remodelacao da cromatina
pode ser iniciada por dois mecanismos: modificacdes pos- traducionais dos aminoacidos
das histonas, como a acetilacdo, metilagdo e ubiquitinagéo; ou por adi¢do de grupos metil
ao DNA, nos locais CpG, convertendo citosina e 5- metilcitosina (Goldberg, Allis, &
Bernstein, 2007).

Outras modificacBes epigenéticas sdo mediadas pelo mecanismo de RNAI e consistem

em silenciamento de genes pos-transcricional (PTGS).

18



1.3 Questdes Eticas

1.3 QUESTOES ETICAS

No nicho das células estaminais, dentro do corpo humano, a sua abundéncia é muito baixa
para a utilizagéo ser facilitada e consequentemente para um bom aproveitamento para

futuras investigacOes (Greiner et al., 2014).

O possivel desenvolvimento de terapias celulares, investigacGes e ensaios baseado na
utilizacdo destas células é bastante legislado, ndo deixando de parte as questdes éticas e

morais relacionadas.

Diversas opinides sobre a ética neste sector da ciéncia giram em torno de uso de celulas
estaminais embrionarias implicar a destruicdo de embriGes humanos, interferindo assim
com uma possivel futura vida humana. Ainda assim, diversas ideias existem acopladas a
crencas religiosas, deixando para tras a argumentacao cientifica. Actualmente, a revisdo
e criacdo de leis ja ttm em conta a parcela cientifica. Contudo, ndo s6 0s aspectos éticos
importam neste tema, também os interesses econdmicos e historico-culturais estdo postos
sobre a mesa. Nos debates politicos e éticos a crescente expectativa econdémica inerente
as possiveis terapias derivadas do uso terapéutico das células estaminais tém constituido

um grande peso nos avancos dos estudos nesta area (Pompe, Bader, & Tannert, 2005).

N&o obstante, a constante evolucdo, também, tem permitido que os argumentos cientificos
sejam cada vez mais fortes e convincentes. Contudo a maioria dos opositores sdo bastante
motivados devido a destruicdo de embrides humanos, mesmo por meios legais, para

futuras investigacOes (Eggleson, 2012).

As questdes éticas continuam a constituir uma dificuldade, ndo sé pelo acima referido,
como também pela possivel rejeicdo de tecidos ap6s transplante. A geracdo de células
pluripotentes induzidas a partir de células do paciente constitui entdo uma forma de ladear
o0 problema. Todavia, em 2009, a Food Drug Administration (FDA), permitiu a realizacdo
do primeiro ensaio clinico, a carga da Geron Corporation, com a utilizacdo de células

estaminais humanas, com o intuito de tratar pacientes com lesdes da medula espinal.

Em 2012, Eggleson fez uma revisdo dos dados experimentais sobre o potencial
terapéutico das células estaminais em terapias regenerativas em trés patologias, bem
como a avaliacdo de factores relevantes para este assunto como o financiamento limitado
para a investigacdo biomédica, hipdteses de discordancia na medicina evolutiva, entre

outros. O potencial terapéutico destas células ja é aceite e reconhecido. N&o obstante as
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categorias de opiniGes continuam a ser muito heterogénias. Por exemplo, no que diz
respeito a andlise dos dados experimentais feita ao potencial terapéutico das trés
patologias, nomeadamente, lesdes na medula espinhal, diabetes tipo um e doenga

cardiovascular, tem sido complexa e inconclusiva.

A investigacdo das células estaminais continua a ser para grande parte da comunidade
cientifica um caminho promissor para a reducdo do sofrimento e da morte prematura,

contudo a divergéncia de opinido continua a ser muito grande (Eggleson, 2012).

Existem outras aplicagdes que envolvem o uso das células estaminais como os materiais
biocompativeis que também sdo abordados na dicotomia aceitar/rejeitar as investigacoes

e possiveis terapias baseadas em células estaminais.

O aumento da disponibilidade deste tipo de materiais biol6gicos, acelerada pela revolugdo
da nanotecnologia também é uma Optima perspectiva para a engenharia regenerativa,
integrando a protecdo das reac¢fes do sistema imunoldgico, no organismo. Esta solucao
é importante, visto depois de compreendido o processo regenerativo natural, poder ser
usada como uma intervencgéo terapéutica (Eggleson, 2012).

No ultimo més do ano passado, foi aprovado na Unido Europeia a primeira terapia com
células estaminais, o Horoclar, o que mostra que cada vez mais esta area esta em expansao
e 0 doente esta cada vez mais a ser posto em primeiro lugar, de modo a criar o melhor

para o seu tratamento.
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1.4 Evolugdo Historica

1.4 EVOLUCAO HISTORICA

Antes da descoberta das células estaminais, em 1964, Kleinsmith e Pierce isolaram um
tipo de células a partir de um carcinoma embrionario, denominando-as celulas do
carcinoma embrionério. Este carcinoma enquadra-se na categoria de tumores de células
germinativas, como os teratocarcinomas. Os teratocarcinomas tém capacidade de formar
derivados dos trés folhetos germinativos, enquanto que as células do carcinoma
embrionario, tal como o blastécisto, formam estruturas tubulares primitivas,

assemelhando-se a um embrido precoce (Kleinsmith & Pierce, 1964).

Estas células do carcinoma apresentavam uma semelhanca morfoldgica, um potencial
diferenciativo e a capacidade de pluripoténcia, com as células do blastdcisto. Porém, estas
células, devido a sua capacidade de formarem cariétipos anormais e ao facto de
permitirem a acumulacdo de mutacdes no decorrer do desenvolvimento, ndo podiam ser

consideradas células estaminais verdadeiras (Kleinsmith & Pierce, 1964).

Foi na década de oitenta, com o trabalho de duas equipas em paralelo que se
estabeleceram culturas in vitro de células pluripotentes derivadas a partir de embrides de
murganho. Os fibroblastos embrionéarios foram usados como suporte para as células de
blastocisto. Assim as células ES que derivam da massa interna do blastocisto do
murganho, adquiriam capacidade de crescerem indefinidamente, mantendo a
predisposicdo para a pluripoténcia e diferenciacdo em ceélulas das trés camadas
germinativas (Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981).

Com a evolucdo cientifica da Gltima década do século passado, em 1998, que se isolaram
as primeiras células estaminais embrionarias humanas (Shamblott et al., 1998; Thomson

et al., 1998) e os problemas éticos inerentes a este assunto comecgaram a surgir.

21



As Células iPS e 0 Seu Uso na Construgdo de Modelos Celulares de Doengas Humanas

Deste modo as discordancias sobre este tema surgiram em grande parte devido ao facto
das ES humanas serem isoladas a partir de embrides humanos. As fontes habituais de ES
sdo as linhas de células ES, os embrifes excedentarios das clinicas de fertilizacéo in vitro,
os embrides gerados para a investigacdo por fertilizacéo in vitro ou clonagem terapéutica
(Kazutoshi Takahashi & Yamanaka, 2006). O passo seguinte foi dado em 2006, quando
foi publicado por Takahashi e Yamanaka o estudo onde se obtiveram as células
denominadas induced pluripotent stem cells, iPS, obtidas a partir de fibroblastos, primeiro
de murganho e no ano seguinte, humanos. Esta publicacdo revolucionou toda a area das

celulas estaminais, desencadeando um boom de investigacdes.

As conquistas vieram sempre a evoluir e foi em 2012 que a Assembleia Nobel, composta
por 50 professores do Instituo Karolinska, decidiu a atribuicdo do Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina conjuntamente aos John B. Gurdon (pelo seu trabalho pioneiro de
transferéncia de nucleos em 1958) e Shinya Yamanaka pela descoberta de que células
somaticas diferenciadas podem ser reprogramadas para o estado de pluripoténcia.
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2 REPROGRAMACAO

John B. Gurdon foi o primeiro a demonstrar que o nacleo de uma célula somatica pode
sofrer reprogramacé&o ao ser transferido para o odcito enucleado, e desta forma dar origem
a um novo ser (Gurdon, 1958).

Anos mais tarde, a descoberta do Gurdon serviu de base para gerar o primeiro mamifero
clonado, a ovelha Dolly (Wilmut, Schnieke, McWhir, Kind, & Campbell, 1997). O
mesmo fendmeno de reprogramacéo foi conseguido por fusdo de células somaticas com
as ES (Tada, Takahama, Abe, Nakatsuji, & Tada, 2001).

Foi a j& dezoito anos que nasceu o primeiro mamifero clonado, a Dolly, e foi esta ovelha
que preconizou a producdo de animais através da clonagem, provando assim a
possibilidade de alterar o estado epigenético de um nucleo diferenciado pelo odcito
enucleado (Wilmut et al., 1997).

Todos estes avancos cientificos permitiram que se soubesse que 0s ovos néo fertilizados
e as celulas ES contém factores que tém capacidade para conferir um estado de
totipoténcia ou pluripoténica. Posto isto, estes factores desempenham um papel
importante na identidade das células ES e na inducdo da pluripoténcia das células

somaticas.

Em 2006, a equipa de Yamanaka provou que ndo existe apenas um factor capaz de
permitir a reprogramacao genética, mas sim uma combinacdo de quatro factores de
reprogramacao, Oct4, Sox2, KLF4 e c-Myc. Com este cocktail é entdo possivel induzir
um estado de pluripoténcia em células somaticas de mamiferos. As células obtidas desta
maneira foi dado o nome de células estaminais pluripotentes induzidas, iPS. Estas células
podem ser geradas directamente a partir de culturas de fibroblastos e com a adigdo dos
factores de reprogramacéo (a saber: Oct3/4, Sox2, KlIf4, c-Myc, OSKM) (K Takahashi et
al., 2007; Kazutoshi Takahashi & Yamanaka, 2006).

Actualmente sabe-se que reprogramacao é um processo gradual que pode demorar entre
dias a semanas e que esta dependente da cascata de genes que tem de ser reactivada tendo
em conta o tipo de célula somética em questdo. Parte substancial da informacéo
epigenética que a célula tem que ser apagada e reconstituida de novo, tendo em conta que

as células iPS ndo conseguem re-estabelecer o estatuto epigenético original.
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Os diversos tipos de células do organismo tém epigenomas individuas, isto €, um
determinado conjunto de modificacbes pos-traducionais de histonas covalentes,
metilacdo do DNA e ainda outras modificacdes epigenéticas que sdo mediadas pelo
mecanismo de iRNA. A combinacdo destes fendmenos leva a uma Unica estrutura de
cromatina, durante o processo de diferenciacdo e especializacdo celular (Vaskova,
Stekleneva, Medvedev, & Zakian, 2013).

Conquanto as celulas iPS tém demonstrado que podem ter algumas caracteristicas
especificas, que podem adquirir durante o processo de reprogramacdo ou ainda podem
ser restos de epigenomas e transcriptomas do tecido dador (Figura 3), mais conhecido

como memoria epigenética (Vaskova et al., 2013).
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Figura 3: Memoria epigenética em células iPS. A- Processo “ideal” de reprogramagao de células somaticas
para pluripoténcia, em cada uma das camadas germinativas. B- O resultado da reprogramacao de células
iPS quando retém algumas caracteristicas do epigenoma do tecido dador, deslocando a posterior

diferenciacdo, preferencialmente para o tipo de célula somética do dador.

Adaptado de Vaskova et al., 2013

Assim sendo a reprogramacdo de células somaéticas para células iPS necessita de
profundas alteracfes epigenéticas. Desta forma no decorrer da reprogramacdo, uma
alteracdo na estrutura da cromatina repbe a expressdo do gene e estabiliza a auto-
renovacdo. Este processo é considerado muito ineficiente, em grande parte devido as
maltiplas barreiras epigenéticas. Este capitulo da reprogramcdo esta a ser muito
investigado de modo a melhorar a producéo das células iPS (Gtadych, Andrzejewska,
Oleksiewicz, & Estécio, 2015).
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A reprogramacdo pode ser atingida por transferéncia do nucleo somatico com odcito
enucleado (GURDON, 1962), fusdo de célula somatica com estaminal e expressao
forcada com FTs ( Takahashi & Yamanaka, 2006).
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3 AS CELULAS iPS
3.1 CARACTERISTICAS E ORIGEM

As células estaminais pluripotentes induzidas (iPS), podem ser definidas como ceélulas
diferenciadas que foram experimentalmente reprogramadas em células estaminais
embrionarias, ou seja, passaram a apresentar as propriedades morfoldgicas e de
crescimento bem como expressdao de genes caracteristicos de células estaminais
embrionarias (ES). A semelhanca das células ES, as células iPS podem ser propagadas
indefinitivamente em cultura, em condigdes que permitem a manutencao de pluripoténcia.
Estas condicOes para as células pluripotentes de murganho sao: activacdo simultanea das
vias de sinalizacdo LIF e BMP, que servem para activar a transcricdo dos genes de
pluripoténcia, Nanog, Oct4 e Sox2 e inibir a saida para diferenciacédo atraves da activacao
da expressdo das proteinas Id (inibidores de diferenciacdo) (Figura 4).

Devido as diferencas entre as células ES das diversas espécies foi necessario encontrar
condicdes de cultura diferentes para as células humanas, visto estas usarem vias de
sinalizagdo distintas para manter a pluripoténcia. Contudo, as ES humanas e murinas
exibem os perfis de expressdo genética semelhantes, bem como as redes de factores de
transcricdo e a actividade de factores de transcri¢cdo (como Oct4, Sox2 e Nanog) (Han,
Wang, & Hao, 2013).

Assim no caso das ES humanas, estas ndo devem ser expostas ao LIF e ao BMP, visto
que estes factores provocam a sua diferenciacdo. A via de auto-renovacao € activada pela
eliminacdo da sinalizacdo do indutor de diferenciacdo pelo activador do mitogénio da
proteina cinase, MAPK (Ying et al., 2008).

Para as células ES humanas manterem a capacidade de auto-renovacao € entdo necessario
bFGF, TGF-B, activina e a via de sinalizacdo Nodal (Han, Wang, & Hao, 2013). O bFGF
desempenha a funcéo de regulacdo da expressé@o dos ligandos de TGF que promovem a
auto-renovacdo das células ES humanas bem como a supressdo da via de sinalizacao de
BMP (Greber, Lehrach, & Adjaye, 2007; Xu et al., 2002).

Esta Gltima via de sinalizacdo é responsavel por induzir a diferenciacdo das ES humanas,
dai ser muito importante que esta seja inibida. Veio substituir o FBS, isto &, o soro fetal

bovino, anteriormente utilizado para a manutencdo do estado de pluripoténcia em
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conjunto com o LIF. A utilizacdo deste soro tinha desvantagens como a variabilidade de

lote, ser um produto de origem animal e ainda ter por ter uma composicdo indefinida.

Quanto a activina, esta induz bFGF, que por sua vez induz o TGF- 3 e que antagoniza
BMP e inibe BMP4, quer em células embrionarias humanas quer utilizando LIF ou
fibroblasto (Greber et al., 2007).
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Figura 4: Vias de sinalizagdo de células ES para manter a sua pluripoténcia. Em cultura, as células ES
necessitam de factores de crescimento extrinsecos. Estes factores actuam em diferentes vias de sinalizagéo
de modo a regular a transcricdo intrinseca e permitir que as células ES permanecam no estado de
indiferenciagdo. As vias de sinalizacdo sdo diferentes dos ratos (lado esquerdo da imagem) para os humanos
(lado direito da imagem). Os membros de TGF- B, através da sua ligagdo ao receptor, vao activar as
proteinas intracelulares Smad. As smad 2 e 3 sdo activadas especificamente por ligandos Nodal, Activina
e por TGF, enquanto as smad 1 e 5 sdo activadas por ligandos BMP. Estas proteinas deslocam-se para o
nacleo de modo a regular a expressdo dos genes alvo. Quanto FGF é responsével pela activacdo de vérias

cascatas de sinalizacdo destacando MAPK (o MEK faz parte desta cascata) entre outras.

Adaptado de (Han et al., 2013)

Foram, entdo definidas condi¢des, onde se combinaram trés inibidores (3i), cujos alvos
sdo o receptor do FGF, cinase MEK e GSK3 estabelecendo as condic¢des para a derivagédo
eficiente e propagacao indefinida de celulas ES funcionais (Ying et al., 2008).
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As celulas iPS apresentam, assim, uma grande semelhanca com a ES, partilhando as
caracteristicas tipicas de pluripoténcia. Em ensaios feitos em roedores onde foram
comparadas as células iPS as células ES as semelhancas s&o significavas (Daley et al.,
2009; Ellis et al., 2009).

As hiPS foram consideradas similares as células ES, visto que ambas crescem como
colonias, expressam marcadores de superficie e nucleares de pluripoténcia destacando-se
TRA-1-60, TRA-1-80, SSEA-3, SSEA-4, Oct4, Sox2 e Nanog, formam teratomas quando
injectados em tecidos animais imunocomprometidos, 0 que mostra 0 seu potencial de

diferenciacdo em trés camadas germinativas embrionarias ( Takahashi et al., 2007).

Esta primeira reprogramacdo foi pioneira de muitas outras. Contudo foi em 2007, que
Takahashi et al. e Yu et al., geraram as primeiras células iPS humanas a partir de
fibroblastos, usando duas combinacdes de factores diferentes, a OSKM no primeiro caso
e Oct4, Sox2, Nanog e LIN28 no segundo. Mais uma vez comprovou-se que as células
obtidas se comportam como células ES mesmo utilizando um cocktail diferente do ja
testado (K Takahashi et al., 2007).

A estas células de producdo laboratorial esta associado um estado de estaminalidade
embrionaria sem recorrer as habituais fontes como as linhas de células ES, embrides
excedentarios das clinicas de fertilizacdo in vitro, embrides gerados para a investigacao
por fertilizag&o in vitro ou clonagem terapéutica (Kazutoshi Takahashi & Yamanaka,
2006).

A descoberta das células iPS foi rapidamente transposta para fibroblastos humanos, que
foi entdo percursora de uma imensa quantidade de estudos que foram iniciados, de modo
a testar a producdo de células pluripotentes induzidas através de outro tipo de células,
como as células B do pancreas (Stadtfeld, Brennand, & Hochedlinger, 2008) , células
estaminais neurais (J. B. Kim et al., 2008), células do estbmago e figado (Aoi et al., 2008),
melandcitos (Utikal, Maherali, Kulalert, & Hochedlinger, 2009), queratindcitos
(Maherali et al., 2008) entre outras.

Estas células tém potencial de aplicagcbes em diversas areas, como serd explicado com
mais detalhe a frente no texto, contudo destaca-se o possivel uso em medicina
regenerativa, pesquisa de farmacos, modelos de doencas e testes de toxicidade (Figura 5)
(Robinton & Daley, 2012).
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Figura 5: O Circuito de aplicagdo das células iPS. O Circuito de aplicacdo das células iPS derivadas do
paciente através de uma biopsia e reprogramadas com FT, para poderem ser usadas para produgdo de células
e transplantes ou para diferenciacdo celular de modo a obter um modelo para fazer uma pesquisa de

farmacos e posteriormente tratar o doente com uma terapéutica mais adequada.

Adaptado de Robinton & Daley, 2012.
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3.2 METODOLOGIA

A primeira técnica descrita para reprogramar e induzir pluripoténcia em células somaticas
foi proposta por Takahashi e Yamanaka em 2006. Neste trabalho inicial foram
identificados vinte e quatro genes que codificam FTs potencialmente capazes de
funcionar como factores de inducdo de pluripoténcia, por desempenharem um papel
crucial na manutencao da identidade celular de ES, bem como na indugéo de pluripoténcia
em células sométicas como j& referido (Kazutoshi Takahashi & Yamanaka, 2006).
Através da eliminacdo sistematica dos FTs que ndo eram essenciais ao processo de
reprogramacao esta equipa chegou, entdo, a conclusdo que apenas quatro dos vinte e
quatro factores de transcricdo iniciais sdo necessarios para obtencdo de células
pluripotentes induzidas. A sua accdo leva a uma reversao geral do epigenoma somatico
para um estado que se assemelha ao das ES, tanto nos fibroblastos embrionarios de

murganhos, como em fibroblastos adultos humanos, atingida atraves de uma transducao

retroviral com os factores Kfl3, Oct4, Sox2 e c-Myc (Figura 6).

Fibroblastos embrionirios Czlulas Estaminais
Pluripotentes induzidas

cassatte da selagio num
gens de pluripoténeia

Figura 6: Geragdo de iPS a partir de fibloblastos utilizando FTs.

Adaptado de Lewitzky & Yamanaka, 2007

Assim sendo, o FT Sox2, SRY-type high mobility group box 2 é crucial para o
desenvolvimento embrionério e esta envolvido na manutencéo de células ES, assim como
na diferenciacdo destas em linhagem neural. O Sox2 pode cooperar com outros FTs como
0 Oct4 ou 0 Nanog, activando a sua transcrigdo. Quanto ao FT KLF4, este pode actuar
como um oncogene, bem como uma proteina supressora de tumor. O KLF4
conjuntamente com o c-Myc e o0 STAT3 é um alvo na via de sinalizagdo do LIF e a sua
sobre-expressao inibe a diferenciagédo das ES. O KLF4 pode ainda estar envolvido na

repressdo do p53, um regulador negativo de Nanog (Lewitzky & Yamanaka, 2007).
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Quanto ao FT Oct4 é este responsavel pela manutencdo da pluripoténcia, sendo a sua
actividade na reprogramacdo exclusiva apesar de se enquadrar numa familia de genes

grande.

Por ultimo, o FT c-Myc, da familia de fatores helix-loop-helix, participa na sinalizagdo
do receptor de LIF como um efector ajusante de STAT3. E ainda, um substrato para a
GSK3b (Lewitzky & Yamanaka, 2007). Na producdo de células iPS, o c-Myc pode ter
um efeito compensatério ao do KLF4, visto este ter um efeito anti-proliferativo uma vez
que suprime o p53. O p53 sugere uma ligacdo funcional entre a supressdo do tumor e de

reprogramacao (Deng & Xu, 2009).

Posteriormente, percebeu-se que a reactivacdo do c-Myc retroviral aumenta a
probabilidade de surgirem tumores em quimeras e na sua descendéncia, ainda que para

aplicacgdes clinicas, o uso deste FT deva ser evitado (Okita, Ichisaka, & Yamanaka, 2007).

Devido aos factos a cima descritos, o c-Myc ja ndo faz parte dos protocolos de
reprogramagdo. Decorrente disto, apareceram diferengas entre os resultados, com
destaque para a reducdo da quantidade de células produzidas, bem como o aumento da

consisténcia da qualidade das células iPS (Nakagawa et al., 2008).

O primeiro protocolo descrito utiliza, como atrés referido, a inducdo de pluripoténcia por
retrovirus. Contudo esta técnica apresenta algumas limitacGes tal como a utilizacdo de
lentivirus também. Assim pode potencializar a inducdo de mutacdo por insercao,
destacando-se o risco de reactivacdo do transgene durante a diferenciacdo das células iPS,
podendo afectar a identidade das linhagens celulares e derivado (Yu, Chau, Vodyanik,
Jiang, & Jiang, 2011).

No entanto, existem outros vectores descritos, que podem ser usados na reprogramacao,
destacando-se a transfeccdo ndo viral, com proteinas citoplasmaticas, 0 mMRNA e o
miRNA. Paralelamente, foram identificadas moléculas que por estarem envolvidas na
reprogramacao epigenética das células somaticas, permitindo que a reprogramacao seja
optimizada, mesmo utilizando virus, criando, assim, iPS sem sequéncias transgénicas no

seu genoma.

A utilizacdo de retrovirus pela equipa de Takahashi and Yamanaka foi descrita como

tendo uma eficiéncia razoavel. Todavia, nem todas as células expressavam 0s quatro
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factores, o que demonstra uma baixa frequéncia de derivacdo. Podendo, ainda, ocorrer

silenciamento ou fusdo com genes enddgenos (Takahashi & Yamanaka, 2006).

Em consequéncia da utilizacdo dos retrovirus podem obter-se células iPS classe I. Estas
células véo ter as modificacbes epigenéticas reiniciadas. Porém vdo expressar 0S
transgenes virais e 0s genes de pluripoténcia endogenos. As células iPS classe Il sdo,
assim, as que sofreram reprogramacao completa, onde ocorre o silenciamento retroviral,
sendo estas as que mais se assemelham as células ES (Figura 7). O silenciamento
retroviral € um marcador do estado pluripoténcia totalmente reprogramado (Hotta & Ellis,
2008).

‘ P— - .
- lransgenes retrovirais
Células 1PS T —n
- C-EEm
,‘ 7-bclasse I >
Oct4 * Cétulas iPS classe I | - (:"V'_!'\
Sox2
Kif4
(c-Myc) : e
Células somaticas - .l.
Estado d= :

pluripoténcia

Figura 7: Reprogramagdo de células somaticas em células iPS utilizando retrovirus contendo quatro FT
(Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc).

Retirdo de Hotta & Ellis, 2008

Quanto aos lentivirus, estes apresentam uma eficiéncia razoavel, tal como os retrovirus.
Contudo estes podem ser aplicados, quer em células em divisdo, quer a células
quiescentes. Todavia as desvantagens atras descritas para o outro vector mantém-se
salientando a integracdo gendmica e a silenciamento pré- viral incompleto (Brambrink et
al., 2008; Sommer et al., 2009). Considerando os adenovirus como um vector, estes
apresentam uma eficiéncia muito baixa, no entanto ndo apresentaram integragédo
genémica (Stadtfeld, Nagaya, Utikal, Weir, & Hochedlinger, 2008).

Devido as limita¢fes dos vectores descritos, nos trabalhos recentes se geram células iPS
utilizando plasmideos, virus Sendai, mMRNA ou ainda proteinas recombinantes, com 0

intuito de melhorar os resultados.
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O virus Sendai € um vector de virus RNA, que ndo apresenta risco de integracdo no
genoma do hospedeiro (Fusaki, Ban, Nishiyama, Saeki, & Hasegawa, 2009). Quando os
virus séo utilizados como vectores, ndo é necessario proceder a remocao, visto se diluem
aos poucos durante as divisdes celulares. Os virus Sendai podem ainda ser removidos

com a utilizacdo de anticorpos especificos (Fusaki et al., 2009).

Adicionalmente, a utilizacdo de plasmideos ainda apresenta uma integracdo genémica
ocasional e a sua eficiéncia é baixa, podendo ser comparével a dos adenovirus, porém é

uma abordagem simples e altamente acessivel (Si-Tayeb et al., 2010).

O uso de proteinas permite a auséncia de integracdo gendémica e de complicacGes
relacionadas com o DNA. Contudo, é um processo demorado e ineficiente e ainda requer
uma maior optimizacao (D. Kim et al., 2009).

O mRNA, quando empregue como vector apresenta uma auséncia de integracdo
gendmica. E um processo rapido, de eficiéncia alta e bem controlavel, ndo obstante a

requerer multiplos repeticdes de tranfeccdo (Warren et al., 2010).

De mesmo modo, o microRNA é eficiente, a cinética de reprogramacao € rapida, ndo
apresenta factores de transcricdo exdgenos e ndo apresenta risco de integracdo. Todavia
a sua eficiéncia é mais baixa, quando comparada com os outros métodos (Yoo et al.,
2011).

Alguns microRNA tém certas caracteristicas especificas, como o miR-302, uma vez que,
expressa dois genes supressores de tumores associados a senescéncia o p16INK4a e o
pl4Arf. Genericamente estes conseguem controlar a tumorigenicidades e melhorar a

seguranca no uso terapéutico (Lin & Ying, 2013).

O DNA minicircular é também uma técnica de reprogramacdo celular, onde é apenas
utilizado um vector. Tem uma elevada eficiéncia de transfeccao e expressdo (Jia et al.,
2010). Este vector € livre de DNA bacteriano e tem uma elevada expressao em células de
mamiferos (K. H. Narsinh et al., 2011). Em compara¢do com o0s plasmideos, este
apresenta uma melhor eficiéncia de transfecgéo e expressao ectdpica, visto ter uma menor

activacdo dos mecanismos de silenciamento exdgeno (Chen, He, & Kay, 2005).

As técnicas de producdo sdo bastante importantes e j& muito melhoradas e evoluidas.

Varios dos métodos descritos sdo muito completos e bastante seguros, todavia existirem
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ainda limitagdes associadas. As limitacbes que cada método acarreta vao ter
consequéncias na sua utilizacéo clinica. O método deve ser escolhido conforme o tipo de
células que se pretende obter como produto final, bem como a sua posterior aplicacao
clinica. O panorama ideal seria a criagdo de protocolos standard, de modo a

reprogramacao ser totalmente fiavel, reprodutivel, acessivel e acima de tudo segura.
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4 APLICACAO DAS CELULAS iPS

Segundo a Organizacdo Mundial de Salude, tem-se verificado um aumento de dezassete
porcento na taxa de mortalidade por doencas cronicas, especialmente de doencgas ao nivel
do sistema cardiovascular, neural e metabdlico, entre dois mil e cinco e dois mil e quinze.

Facto que torna as células iPS cada vez mais promissoras.

A tecnologia das células iPS esta ainda em curso, sendo até este momento considerado
um capitulo por descobrir. Os progressos ao nivel da producdo com maior eficacia, a
reducdo do potencial imunogénico e carcinogénico, tém sido bastante explorados de
modo a melhorar as futuras aplicacbes clinicas, bem como aumentar a seguranca da
aplicacdo de tratamentos e pesquisas com células iPS (Diecke, Min Jung, Lee, & Hyeon
Ju, 2014).

As células iPS tém aplicacGes na medicina regenerativa, na modelacdo de doencas, na
descoberta de farmacos mais fiaveis, bem como no estudo da toxicidade de farmacos
(Figura 8) (Zhao et al., 2013).
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Figura 8: Aplicagdes das células iPS usando células somaticas de um individuo. Assim, utilizando as células
somaticas de um paciente ou grupo de pacientes, estas podem ser reprogramadas, obtendo células iPS.
Posteriormente, estas células podem ser diferenciadas in vitro passando a serem especializadas. A partir do
momento em que sdo células especializadas podem ter varias aplicacfes como em modelos de doencgas,
para estudar o mecanismo molecular da doenga, como por exemplo em arritmias. Também podem servir
para pesquisa de farmacos e para a descoberta de novos compostos terapéuticos. Podem ainda ser
importantes em testes de toxicidade. Estas células podem estar implicadas na descoberta de farmacos para

o0 tratamento mais adequado para um doente, tendo em conta as suas caracteristicas intrinsecas.

Retirado de Bellin, Marchetto, Gage, & Mummery, 2012

As células iPS sdo também relevantes quando as células que se pretende sdo em nimero

insuficiente ou de dificil acesso no organismo (Unternaehrer & Daley, 2011).

Estas células conseguem ser Unicas no desenvolvimento in vitro dos rastreiros de
farmacos, de modo a avaliar o potencial terapéutico mas também para explorar as
alteracdes de genes para posterior reparacdo. Nos ultimos anos tem havido um aumento
dos estudos sobre a aplicacdo destas células suportado pelas tecnologias inovadoras que

estdo cada vez mais melhoradas (Robinton & Daley, 2012).
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4.1 MODELOS DE DOENCAS COM CELULAS iPS

A possibilidade de modelar uma doenga in vitro apenas se tornou possivel com a
utilizacdo das células iPS, devido a sua semelhanca com as células ES. Dada a sua
capacidade de auto-renovacao continua e o potencial para originar todo o tipo de células,

estas permitem formar um reservatorio ilimitado de células (Chun, Byun, & Lee, 2011).

Os modelos de doencas utilizando células iPS veio contornar varios problemas que até
entdo eram um obstaculo ao tratamento de doentes pelos métodos convencionais. Estas
células podem ser geradas a partir de um doente com uma doenca genética, o que confere
ao futuro modelo de doenca precisamente as mesmas caracteristicas do dador. Como a
genética pode influenciar a progressdo da doenca, bem como a resposta a farmacos,
utilizando esta técnica consegue-se eliminar estas variaveis. Assim, o uso das células iPS
para a construcdo de modelos de doencas permite a correccdo das lesGes associadas a
doencas genéticas (Young et al, 2012). Também é possivel a criacdo de modelos para
uma determinada doenca genética em geral, através da constru¢do de um modelo que
represente os portadores em geral, podendo ser usados em diversas investigacOes

posteriores.

Até entdo o uso de métodos classicos apresentava alguns obstaculos, destacando-se 0s

seguintes:

e Adificuldade em obter amostras de células, quer pela pequena quantidade, quer
pelo lugar anatémico onde se encontram, como por exemplo amostras de células
do coracdo ou do cérebro;

e As condices de expansdo e armazenamento das células isoladas, apds serem
obtidas por outros métodos, sdo especificas e dificeis de criar, de modo a se manter
as caracteristicas celulares necessarias;

e A utilizagdo de modelos celulares animais implica ter em conta a dicotomia
semelhangas/diferengas entre a fisiologia humana e a do animal em estudo;

e Os modelos de cultura de células heter6logas embora sejam considerados
convenientes e de facil acesso, ndo apresentam as caracteristicas bioldgicas,

fisicas e fisioldgicas do doente (Young, 2012).

Para a modelacdo de doencas humanas é necessario considerar a doenca, de modo a

conseguir pré-definir o desenlace. Em termos genéricos, as doencas que apresentam
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maior éxito para a modelacao sdo as doencas genéticas, realgcando-se as monogenéticas
(Tabela 1), ou as doencas congénitas ou familiares. Em contrapartida as doencas
esporédicas ou aquelas causadas por factores epigenéticos ou ambientais ndo apresentam
um desfecho tdo favoravel (Young et al, 2012). Contudo, existem estudos que mostram
ser possivel a modelagédo de doencas complexas, como a Alzheimer (Israel et al., 2012) e
a Esquizofrenia (Brennand et al., 2011), o que indica que a construgdo de modelos

celulares humanos pode entdo ser aplicada a uma diversidade de doengas.

As patologias associadas a défices de proteinas sdo também possiveis de modelar in vitro,
particularmente as que sdo detectaveis por imunofluorescéncia, como a atrofia espinhal
muscular, a disautonomia familiar e a distrofia muscular (Grskovic, Javaherian,
Strulovici, & Daley, 2011).

Associadas a esta técnica descrevem-se varias doencas na Tabela 1.

Tabela 1: Modelos de doenca publicados recorrendo a tecnologia das células iPS

Adaptado de Ebert, Liang, & Wu, 2012

Tipo de doenca | Doenca Causa Tipo de Células | Referéncia
Genética geradas
- : . - - (K.
Hematologica | Anemia Fanconi Monogenica | Hematocitos
Narsinh,
Narsinh, &
Wu, 2011)
Sindrome X fragil | Monogénica | ND (Adler,
Pellizzer,
Hareng,
Hartung,
& Bremer,
2008)
. - . Park et
Talassemia Monogénica | Células (
. al., 2008)
Hematopoiéticas
. R
Sindrome de Down | Monogénica | ND (Raya et
al., 2009)
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Diabetes tipo | Poligénica | Células (Raya et
produtoras de al., 2009)
glucagon e
insulina
Sindrome Monogénica | ND (Raya et
Swachman-Bodian- al., 2009)
Diamond (SBDS)
Sindrome de Hurler | Monogénica | Células (Urbach,
(Mucopolissacarido Hematopoiéticas Bar-Nur,
se tipo I, MPS IH) Daley, -&
Benvenist
y, 2010)
Cardiaca/ Sindrome QT I | Monogénica | Cardiomiécitos (Itzhaki et
Cardiovascular | longo al., 2011)
Sindrome QT Il | Monogénica | Cardiomidcitos (Chamberl
longo ain et al.,
2010)
Sindrome de | Monogénica | Cardiomiocitos (Moretti et
Timothy al., 2010)
Sindrome de | Monogenica | Cardiomiocitos (Brennand
Leopardo et al.,
2011)
Distrofia muscular | Monogénica | ND (Outten,
Duchenne (DMD) Cheng,
Gadue,
French, &
Diamond,
2011;
Rayaetal.,
2009)
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Distrofia muscular | Monogénica | ND (Ttskovitz-
El

Beker (DMB) dor et
al., 2000;
Rayaetal.,
2009)

. | Horie,
Progeria Monogénica | células (Horie

: : . 2012)
Hutchinson Gilford musculares lisas
HGP L
(HGPS) células estaminais

mesenquimais
. N L. Dim
Neuroldgica Esclerose Poligénica | Neurdnios (Dimos et
e . al., 2008)
amiotrofica lateral motores e celulas
(ALS) da glia
. - L I,

Doenca da | Monogénica | Neuronios (Leeeta

. o 2009;
Parkinson (PD) dopaminérgicos 009

Soldner et
al., 2009)

: . . - Alli D
Atrofia  espinhal | Monogéncia | Neuronios (Allison
muscular (SMA) motores Ebert et

al., 2009)
. R
Doenca de | Monogénica | ND (Raya et

. ., 2
Huntington (HD) al., 2009)
Sindrome de | Monogénica | Neuroénios (Hanna et

- ., 2007
Prader-Willi e al., 2007)
Angelman
: . L - K I,
Disautonomia Monogénica | Neurdnios da (Kuet a

- : 2010)
Familiar crista neural

. - - (Nguyen
Sindrome RETT Monogeénica | Neuronios
et al.,
2011)
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. - jal-
Ataxia de | Monogeénica | ND (Carvaja
Friedreich Vergara et

al., 2010)
. - R t
Outras Sindrome  Lesch- | Monogénica | ND (Raya e
Nyhan al., 2009)
- R t
Doenca de Gaucher | Monogénica | ND (Raya e
: al., 2009)
tipo 111
- - Raya et
Doenca Mongénica | Neutrofilos (Ray
al., 2009)
granulomatosa
cronica ligada ao
cromossoma X

. L. L . (Lemonnie
Deficiénciade alfal | Mogeénica Hepatdcitos

e r I,
Antitripsina ¢ a

2011)

ND: ndo determinado

Os modelos de doenca vieram entdo revolucionar as pesquisas feitas pelos investigadores,

ao nivel dos estudos de mutacdes, de identificacdo de vias de sinalizagdo criticas, de teste

do potencial de produtos farmacéuticos, substituindo modelos animais ou biopsias

(Perkel, 2010).

Apesar de os investigadores térem tido bastante sucesso em gerar estruturas relativamente

simples, como a producdo de cardiomiocitos, ja a elaboracdo de 6érgdos completos

apresenta mais dificuldades.

Para a construcdo de um érgdo na integra € necessario considerar a vasculatura, as redes

neurais, de absorcao e as células secretoras, entre outros pontos possiveis, dependendo do

orgdo que se pretende. Estas estruturas podem envolver uma multiplicidade de areas

destacando-se a tecnoldgica bioldgica e a engenharia de tecidos, sendo no entanto ainda

uma area que requer mais estudo (Perkel, 2010).
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4.2 PESQUISA DE FARMACOS

O controlo dos medicamentos antes da sua entrada no mercado é bastante restrito,
havendo uma grande percentagem deles que nunca chega a ser comercializado. Acoplado
a este facto, o custo de desenvolvimento de novos farmacos revela-se muito elevado, sem

haver uma garantia da sua posterior comercializagéo.

No desenvolvimento de um novo farmaco, o efeito terapéutico, tais como os efeitos
secundarios sdo geralmente testados em animais de laboratorio, como ratos, cées e até
porcos. Contudo, por existirem diferencas significativas entre os animais e 0s humanos,

estes testes ndo sdo efectivamente padronizados (Zhao et al., 2013).

As celulas iPS podem assim ajudar nos ensaios preliminares, visto permitirem rastreios
com um bom rendimento clinico e uma reducdo de custos. O facto de com estas células
ser possivel testar a toxicidade e farmacologia, permite e promove o desenvolvimento de
novos farmacos. Adicionalmente, torna-se possivel investigar um Gnico polimorfismo de
nucleétido, que esteja implicado na metabolizagdo e toxicidade de um determinado
farmaco. A hepatoxicidade e a cardiotoxicidade séo dois focos principais das falhas que
ocorrem nos ensaios pré-clinicos, salientado-se também a variabilidade nas respostas
individuais a farmacos que também ndo podem ser avaliadas atraveés dos métodos

convencionais (Chun et al., 2011).

Este novo método, a utilizacdo das células iPS, ja foi usado em doentes com atrofia
espinal (Allison D Ebert et al., 2009), disautonimia familiar (Lee et al., 2009) e Sindrome
de Leopardo (Carvajal-Vergara et al., 2010).

A utilizacdo desta tecnologia como pilar para a descoberta de novos farmacos baseia-se
na seguinte sequéncia de etapas: o0 recrutamento de doentes; a obtencdo de células iPS e
armazenamento em biobancos; a diferenciacao das células iPS derivadas dos doentes em
estudo portadores da doenca em investigacdo; a descoberta do fenétipo da doenca e a
preparacdo das condi¢Oes necessarias ao ensaio atendendo ao fendtipo da doenca
(Grskovic et al., 2011).

A possibilidade desta nova molécula ser testada em células iPS derivadas do paciente
demonstra o seu real potencial terapéutico, visto ter a informagao individual do paciente.

Este método foi ja anteriormente aplicado a outras doencas, tendo sido benéfico para
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muitos pacientes (Zhao et al., 2013). A figura 9 ilustra a utilizacdo das células iPS na
cardiomiopatia diabética.

Doentes com

: ; . Cardiomiopatia Diabética
Diabetes tipo 2 g %
BNP

IN % ¢
saudavel # Simulag&o de uma

ambiente
Selecgdo do diabético in vitro
tratamento adaptado Acidos Gordos
ao paciente Glucose

Insulina

Modelo com células 1PS
da CardiomioOpatia

Testes em doentes  diabética
geneticamente

seleccionados

Identificagdo
dos genes alvo
da doenga

Selecgdo da
Terapéutica molecular

Figura 9: A utilizacdo das células iPS na cardiomiopatia diabética. Criacdo de um modelo com células iPS,
de forma a criar um fendtipo, para a identificacdo de farmacos, para o tratamento da cardiomiopatia
provocada pela diabetes. Exemplifica como se pode descobrir e experimentar estratégias terapéuticas para
uma doenga. Seleccionam-se doentes, primeiramente, neste caso, cria-se a modelo quimico da diabetes,
para posteriormente ser feito um fenétipo da cardiomiopatia, observando-se quer desordens estruturais,
quer funcionais. Sdo entdo produzidos os cardiomidcitos dos dois doentes, atendendo a variacdo da

progressdo da doenga, para posterior investigacao e selecao de moléculas terapéuticas mais eficazes.

Adaptado de Drawnel et al., 2014

Quando se recrutam doentes para a recolha de amostras de sangue ou biopsias da pele
tem que se garantir a coordenacéo entre o doente e as instituicbes onde sdo acompanhados
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e tratados. E necessario integrar o consentimento do doente para o uso das células iPS na
descoberta de novos farmacos e a sua possivel comercializa¢do. Este consentimento est
disponivel em Guidelines for Clinical Translation of Stem Cells, onde existem modelos
de consentimento documentados que englobam todos os requisitos necessarios (Grskovic
etal., 2011).

Para a derivacdo e expansdo das células iPS comummente utilizam-se os fibroblastos.
Contudo, sdo também usadas amostras de sangue periférico fresco (Y. H. Loh et al., 2009;
Y.-H. Loh et al., 2010) e ainda linfocitos B imortalizados com EBV (Choi et al., 2011;
Rajesh et al., 2011).

Apesar das opcOes acima descritas, para a derivacdo e expansdo das células iPS, os
fibroblastos sdo as células preferencialmente usadas devido as suas caracteristicas,
evidenciando-se aspectos como a acessibilidade, a facilidade de armazenamento e
manuseamento, bem como o elevado rendimento na obtencdo de iPS. Os fibroblastos
podem ser obtidos através da puncéo da pele com anestesia local, sem recorrer a suturas.
O crescimento e expansdo das células iPS é tecnicamente exigente e requer especialistas
quando comparado com outras células. As condi¢cdes de reprogramacdo tém sido
progressivamente melhoradas, com o intuito de uniformizar e estabilizar a obtencao

destas células (Grskovic et al., 2011).

Atendendo ao conceito das células iPS, as células hiPS podem originar qualquer tipo de
células do organismo adulto. N&o obstante, os protocolos de diferenciagdo in vitro tém
sido desenvolvidos apenas de em tipos celulares especificos, como neurdnios, células
progenitoras hematopoiéticas, hepatdcitos, cardiomiocitos e queratindcitos. Tendo em
conta estes protocolos desenvolvidos, todos eles produzem populagdes de células
diferentes e/ou heterogéneas, visto que as células obtidas podem apresentar estadios de
maturacdo diferentes. Estes resultados tem por base o conhecimento incompleto do
desenvolvimento embrionario humano, bem como o elevado tempo necessario a
producdo das celulas estaminais pluripoténtes humanas e aos seus derivados.
Adicionalmente, € de referir a dificuldade da diferenciacdo das células iPS em larga
escala, por exemplo, para a pesquisa de farmacos. Os bancos de células iPS tém sido
desenvolvidos de modo a permitir reduzir o tempo de preparagdo das células, assim como
obter preparacGes celulares para uma pandplia de estudos e investigacdes (Grskovic et
al.,, 2011). As populacdes puras das células diferenciadas podem ser obtidas por
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enriquecimento, utilizando a separacao de células activada por fluorescéncia (FACS) ou

separagdo com esférulas magneticas (Young, 2012).
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43  TERAPIAS CELULARES

A utilizacdo de células iPS no ramo das terapias celulares veio impulsionar a possibilidade
de obter células e tecidos imunocompativeis para transplantes autélogos, visto ser

possivel criar iPS especificas do doente (Robinton & Daley, 2012).

Através da reprogramacdo das células do préprio doente, € possivel corrigir defeitos
genéticos, reparando as células e retornando como células saudaveis de volta ao doente
(Cherry & Daley, 2013).

A medicina regenerativa é um dos topicos mais promissores quando se pensa em células
iIPS, visto esta tecnologia permitir a substituicdo das zonas lesadas de um determinado
tecido ou drgdo, tornando-o novamente funcional. O facto de ndo haver resposta

imunolégica confere-lhe uma grande vantagem em relacdo aos métodos convencionais.

A rejeicdo imunoldgica constitui sempre o grande problema dos transplantes de 6rgaos e
das terapias celulares, sendo que o tratamento com farmacos imunossupressores o resto
da vida do doente pode produzir efeitos secundarios graves e reduzir a sua qualidade de

vida. As células iPS vieram, entdo, permitir resolver a questao da rejeicdo imunoldgica.
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Figura 10: As aplicagBes das células iPSs, nomeadamente a terapia de reposi¢do celular com células
derivadas das iPS. As mutacOes genéticas podem ser corrigidas através da abordagens da terapia genética,
antes ou apos a reprogramagdo, produzindo células ausentes de mutacdes, capazes de ser recolocadas no

organismo.

Adaptado de Chun et al., 2011.

Adicionalmente a esta vantagem é também possivel reparar mutacdes causadoras de
doencas, através do restauro dos genes alvo nas células iPS especificas do doente (Figura
10) (Zhao et al., 2013).

Em 2007, Hanna et al., utilizaram um modelo de ratinho, no qual se demonstrou que as
células iPS podem ser utilizadas na cura da anemia falciforme. Esta € uma doenca
genética do sangue em que os globulos vermelhos ndo sdo funcionais. E uma doenca
causada por uma mutacdo. Assim, foi possivel reparar as células iPS oriundas do modelo
do ratinho, obtendo-se células progenitoras reparadas. Estas células foram transplantadas
no rato anémico, onde proliferaram e formaram globulos vermelhos aptos, revertendo-se

assim a doenga (Figura 11).
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Figura 11: Uso das células iPS no tratamento da Anenia Falciforme.

Adaptado de (Cherry & Daley, 2013)

Apesar dos significativos avancos cientificos no mundo da medicina regenerativa,
existem ainda algumas limitacdes de ordem técnica, tanto ao nivel do desenvolvimento
de métodos seguros e eficazes para a geracao destas células, como também ao nivel da
escolha do tipo de célula mais conveniente para a reprogramacao (Zhao et al., 2013).

Contudo, é sempre necessario ter presente o aspecto ético da questao.

A distrofia muscular Duchenne (DMD) é uma doenca degenerativa muscular grave que é
causada por uma mutacdo que provoca uma perda da funcdo do gene da distrofina, que
se localiza no cromossoma X. O gene da distrofina € um dos maiores, tendo 79 exdes
(Pichavant et al., 2011).

A distrofina tem um papel muito importante, visto actuar como o elo de ligacdo entre o
citoesqueleto interno e a matriz extracelular (Fairclough, Wood, & Davies, 2013). Esta é
uma doenca para a qual sdo procurados tratamentos, surgindo a questdo: sera que deve
ser criado um modelo de doenga humana ou se deve utilizar as celulas do préprio doente

para uma terapia personalizada.
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Em 2015, uma equipa de investigadores propds que o tratamento assentasse na correcao
genética das células iPS derivadas do paciente por terapia genética com nucleases
TALENS ou CRISPR-Cas 9, que sdo técnicas com uma eficacia semelhante. Contudo, a
seguranca de um tratamento com nucleases deve ser calculada antecipadamente. As
nucleases programaveis que sao utilizadas para a edi¢do de genoma, podem, no entanto,
constituir uma abordagem ideal para a correcgdo de mutagdes como a da distrofina (Li et
al., 2015).

Estas técnicas de edi¢cdo de genoma permitem, assim, a engenharia reversa sistematica
das variacOes genéticas causais, permitindo ainda modificacOes selectivas de elementos

genéticos individuas (Cong et al., 2013).

O desenvolvimento de nucleases programadas é uma ferramenta para as modificacfes de
sequéncias genomicas alvo, entre as quais se destacam TALEN (Hockemeyer et al., 2011)
e 0 CRISP-Cas9 (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013), podendo, também, ser utilizadas

meganucleases ou ZFNs.

Essencialmente, estas técnicas baseiam-se na elaboracdo de nucleases que reconhecem e
clivam apenas o local escolhido, por exemplo, o local da mutacdo causadora da doenca
genética. Para corrigir a mutacdo, introduz-se nas células simultaneamente com a
nuclease 0 DNA com a sequéncia corrigida. A clivagem pela nuclease induz a reparacao
do DNA no local, que se efectua com base na sequéncia corrigida, pelo mecanismo de
recombinagdo homologa, HDR (“homology-directed repair’’). Para se alcancar um efeito
terapéutico com células iPS geneticamente corrigidas numa abordagem terapéutica de um
gene autdlogo ex vivo, € necessario os investigadores ultrapassarem o obstaculo do
transplante das células miogénicas obtidas pelas células iPS, sendo este bem sucedido (Li
etal., 2015).

A utilizacdo de nucleases ja foi relatada no ambito do tratamento de outras doencas
genéticas, com 0 recurso a correcdo de mutacGes, tais como a deficiéncia de ol-

antitripsina e a p- talassemia (Ma et al., 2013), entre outras.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Atendendo ao facto de que para muitos profissionais de salde e investigadores, a
capacidade de desenvolver o tratamento certo para um doente continua a ser uma arte,
cada vez se valoriza mais a inter-individualidade e consequentemente a capacidade de

adaptar um diagndstico, progndstico e tratamento a um individuo especifico.

A evolucdo cientifica tem vindo a explorar a tecnologia das células iPS no &mbito da
medicina regenerativa, da terapia celular, da pesquisa de farmacos e ainda muitos
modelos de doencas genéticas, tal como o inicio dos ensaios clinicos (Figura 12). O facto
da area da genética ter tido avancos significativos e da tecnologia actualmente disponivel
permitir analises detalhadas da genética de um individuo, serve também como base para
0s projectos com estas células e para a pandplia de possiveis tratamentos que advém da
interligacdo destas areas. Através do recurso a estes modelos, tanto a analise de farmacos
bem como os seus efeitos terapéuticos e secundarios possiveis, podem colocar de parte
0s testes com animais, que continuam a ter divergéncias significativas na extrapolacdo de

resultados para 0s humanos.
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Figura 12: Aplicacdes da tecnologia das células iPS onde se pode esperar maior impacto. A- representa 0s
modelos de doenca e a descoberta de novos farmacos. B- mostra o transplante de células e reprogramagéo

local. C- Populacéo para ensaio clinico e estratificacdo de paciente.

Adaptado de Inoue, Nagata, Kurokawa, & Yamanaka, 2014

Independentemente do notavel progresso, desde a geracao das células iPS por Yamanaka,
existem ainda diversos obstaculos a superar antes que a sua aplicacéo clinica se torne uma

realidade empirica.

A possibilidade de criacdo de modelos de doencas pode ser desenvolvida para a doenca
em geral. Por exemplo, uma doenca genética para um individuo ser portador tem de ter
determinada alteracdo genomica, dai que o modelo ndo va ser especifico para aquele
doente, mas abrangente aos portadores da doenca em causa. Assim, ainda existe uma
dualidade entre a medicina personalizada e a medicina baseada na doenga. A medicina
personalizada apesar de ser bastante mais vantajosa para o doente, ndo pode ser
considerada a melhor, isto porque é necessario perceber que cada caso € um caso, devendo
o tratamento de cada individuo ser discutido com profissionais das diferentes areas,

pesando os prés e 0s contras.
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A medicina personalizada, por exemplo no ambito terapias de substituicdo celular, é
importante e substitui o tratamento prolongado com terapéutica imunossupressora bem
como diminui a probabilidade de rejeicdo, tornando possivel a correcdo do alelo da
doenca para garantir um ambiente fisiologicamente adequado. Assume-se como uma
medicina completamente Unica, uma evolugdo cientifica brilhante. No entanto, a
simulacdo da doenca € bastante importante para a pesquisa de farmacos e, em
determinadas situaces a vantagem de descobrir qual o melhor tratamento é suficiente
para a melhoria do bem-estar do doente. Em termos econoémicos a medicina personalizada
é muito mais dispendiosa, exigindo pessoal qualificado de diferentes area para um so

Caso.

Os estudos que avaliam a equivaléncia dos diferentes tipos de células iPS sdo aguardados
com expectativa, visto serem um passo muito importante para que possa ser feita a sua
aplicacdo clinica. Adicionalmente, a extensa caracterizacao de funcionalidade das células
iPS derivadas e a sua equivaléncia funcional in vivo implica também de um grande estudo

de demonstracdo (Chun et al., 2011).

O caminho que leva a eficiéncia de populac¢des puras e funcionais revela-se uma area de

que implica muita pesquisa (Chun et al., 2011).

Os protocolos do processo de derivacdo ndo se encontram padronizados, ndo havendo
ainda um consenso sobre o protocolo ideal para a derivacao destas células. O aumento da
eficiéncia da reprogramacdo, bem como o facto da reprogramacdo ndo provocar
modificagdes genéticas nas células é também um objectivo. A uniformizacdo dos
protocolos € assim um passo importante para um controlo rigoroso. Se os diversos
laboratérios seguissem um mesmo protocolo, criar-se-ido linhas celulares padronizadas

que poderiam ser usadas com mais confianca (Robinton & Daley, 2012).

Na generalidade, os investigadores concordam com a padronizacao da analise molecular
para assegurar se as células reprogramadas estdo aptas. As células iPS estdo sujeitas a
adaptacdo aos meios de cultura, o que pode afectar o cariotipo destas células (Harrison,
Baker, & Andrews, 2007). Dai que seja importante criar protocolos que mimetizem o
tempo de cultura de forma a reduzir o tempo de exposi¢cdo ao meio. Em adicdo é
necessario avaliar as linhas celulares utilizadas em aplicages clinicas de modo a garantir

que ndo existem culturas com aberragdes cromosomicas. Neste passo serdo analisadas as
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células somaticas da mesma maneira que as células reprogramadas e diferenciadas. E
igualmente necessario compreender as alteragdes gendémicas que podem acontecer
durante todo o processo (reprogramgéo, cultura e diferenciacdo), tal como minimizar
eventuais aberracfes. Ainda com vista a um controlo rigoroso da producéo de células iPS,
tém sido considerados necessarios e prioritarios a criacdo de marcadores de pluripoténcia
mais rigorosos e ensaios de eficiéncia de diferenciagdo numa determinada linhagem
(Robinton & Daley, 2012).

A criacdo de plataformas com ceélulas iPS humanos seria uma grande vantagem para o
estudo de patologias, para a avaliacdo do potencial terapéutico de determinados farmacos,
bem como para servir de fonte sustentavel para a medicina regenerativa (Gao, Peng,
Deng, & Qing, 2013).

Contudo, permanecem ainda varios pontos por explorar. As células estaminais tém a
capacidade de puderem ser transplantadas em laboratorio, porém ndo ha garantias de que
iSso possa acontecer in vivo. Existem ainda outras incognitas, destacando-se o facto de
como é que a injeccdo de células iPS nos modelos de doenca pode promover a reparagao
de tecidos? E como € que estas células se diferenciam em linhas celulares especificas, no

cérebro depois do transplante (Gao et al., 2013)?

O progresso das células iPS e das tecnologias associadas é aguardado com expectativa
para gerar novos critérios para a estratificagdo dos doentes e para a regulamentacdo dos
ensaios clinicos com base na capacidade de resposta a farmacos (Inoue, Nagata,
Kurokawa, & Yamanaka, 2014).

A tecnologia das células iPS possibilitou a geracdo de uma fonte celular continua para
testes de toxicidade. Esta possivel aplicacdo seria o primeiro passo no tdpico dos ensaios
clinicos. Se eficiente e vidvel usar estas células numa fase iniciar do ensaio, contudo
existem algumas limitacdes a origem celular, destacando-se a possivel obtencdo de

fendtipos totalmente maduros (Inoue et al., 2014).

Ensaios de toxicidade hepética e cardiovascular estdo numa fase inicial de teste (figura
13) (Scott, Peters, & Dragan, 2013). Os resultados destes estudos mostram que
substancias toxicas ja conhecidas, isto é, que ttm um mecanismo de ac¢do delineado,
devem ser testadas em células iPS e os protocolos de diferenciacéo das células iPS padrao

devem ser criados com base nestes resultados (Inoue et al., 2014).
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Devido ao envelhecimento da sociedade, a procura de solucBes para a doenca de
Alzheimer tem sido crescente. A analise de células neurais derivadas de células iPS de
doentes com Alzheimar permitiu compreender que a doenca devia ser reclassificada com
sub-tipos diferentes, visto que existem subgrupos entre as células afectadas. Esta
descoberta possibilita a percepcéo de que a resposta a farmacos deve ser testada utilizando
0s sub-tipos da doenga (Figura 13) (Kondo et al., 2013).

Ensaio Clinico com células iPS

Fase 1.5 Selecgdo do subgrupo Fase 2 Doentes sensiveis
Fase 0.5 Teste de toxicidade sensivel ao farmaco ao farmaco

W

Ty CUVEE Y
SIIND P gueLLY
Nededn oW

Células sem resposta ao ‘ m .Q Prevtsao de
farmaco @ resposta
Células com resposta ao g

firmaco T £ QX

Identificar respostas
szlacionadas

Figura 13: Aplicacdo das células iPS em trés fases diferentes de ensaios clinicos. Numa fase inicial estas
células podem servir para os testes de toxicidade. Numa fase seguinte, é entdo possivel a identificagdo de
um subgrupo de doentes com uma doenga especifica sensivel ao farmaco. Numa fase final, utilizando os
dados que foram conseguidos, 0 ensaio pode ser mais preciso e vai apenas utilizar doentes com resposta ao
farmaco.

Adaptado de Inoue, Nagata, Kurokawa, & Yamanaka, 2014

Esta tecnologia estd na vanguarda da medicina de precisdo (Mirnezami, Nicholson, &
Darzi, 2012), bem como da possibilidade de um diagndstico, prognostico e tratamento
personalizado e altamente eficaz. Perspectiva-se que os beneficios possiveis de alcancar
com estas células nas diversas aplicacbes sejam inimagindveis, sendo necessario

ultrapassadar as dificuldades e as divergéncias ainda existentes.
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6 CONCLUSAO

A reprogramagcdo celular veio criar um utensilio promissor na comunidade cientifica. A
descoberta do Yamanaka surpreendeu com a sua concluséo sobre a capacidade de
reprogramacao de células, utilizando apenas um cocktail de FTs, com capacidade para
redirecionar a identidade celular especializada, o que o que demonstrou a flexibilidade

celular, surgindo assim as células iPS, induced Pluripotent stem cells.

Os estudos com estas células estdo disseminados pela comunidade cientifica, porém
constituem apenas o inicio de um longo caminho para o aperfeicoamento das possiveis

terapias de doencas degenerativas e com terminacao da vida.

As possiveis aplicacfes destas células, devido as suas capacidades de auto-renovacao
ilimitada e diferenciacdo celular, teoricamente, em todo o tipo de células adquirindo
caracteristicas muito semelhantes as células estaminais embrionarias; a capacidade de
pluripoténcia, sdo de maior impacto na construcdo de modelos de doenca, medicina
regenerativa, substituicdo de tecidos, pesquisa de farmacos, utilizacdo em ensaios clinicos
e estratificacdo de paciente. O uso em condic¢des autologas dispensa a necessidade de
imunossupressao e contorna o problema das rejeices, visto as células utilizadas poderem

ser do proprio doente.

No entanto, os obstaculos foram surgindo e a dificuldade de producdo em grande escala,
bem como a tendéncia para formar tumores quando transplantadas, a falta de
homogeneidade dos protocolos, o elevado tempo necessario para a producdo completa

sdo ainda etapas a ultrapassar.

Subsistem questBes éticas e sociais em torno das células tronco-embrionérias, tendo
muitos paises restricdes impostas pelos governos para investigacdo e producdo de
linhagens. Todavia, as células iPS vieram oferecer uma oportunidade de contornar as

questdes e avangar com as pesquisas € as suas posteriores aplicacoes.

Sdo consensuais 0s potenciais beneficios das células iPS e a procura de uma panoplia de
novas terapias e tratamentos que ja estdo na mira dos investigadores. Assume-se que para
a pratica clinica, tenham de ser criados métodos de controlo de segura e eficicia para que

as suas aplicacdes sejam usadas rotineiramente em doencas que até entdo o tratamento
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era apenas paliativo e ndo curativo ou em doencas consideradas sem cura e

potencialmente mortais.
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