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Resumo

As células estaminais pluripotentes, isto €, as células estaminais embriondrias e as
células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) t€ém como propriedades principais e
distintivas as capacidades de se autorrenovarem e diferenciarem em diferentes tipos
celulares. Ao longo do tempo as células estaminais embriondrias revelaram possuir as
qualidades exigidas para fins de investigac@o cientifica e para a drea da medicina, no
entanto, ao contrdrio das iPSCs, suscitam sérias questdes éticas que limitam a sua

aplicagdo na prética clinica.

A descoberta das iPSCs trouxe a possibilidade de converter células diferenciadas em
células estaminais multipotentes com a capacidade de dar origem a todos os tipos
celulares através de técnicas de reprogramacao celular. Existem variadas aplicagdes onde
estas células podem incidir, incluindo nos modelos de doenga in vitro para o estudo dos
mecanismos de doencas, para a pesquisa e descoberta de farmacos e na medicina
regenerativa. As iPSCs constituem uma grande promessa na medicina regenerativa,
sobretudo ao nivel da terapia celular de substitui¢do. No entanto ainda ndo sdo totalmente
compreendidos 0s mecanismos subjacentes a esta aplicacdo e ainda existem bastantes
riscos associados que ainda ndo sdo suficientemente controlados para evitar reagdes

indesejadas.

Neste trabalho € feita uma revisdo sobre as dreas de aplicagdo desta tecnologia,
incidindo sobretudo na medicina regenerativa e no estado atual da sua aplicagcdo na prética
clinica, bem como os aspetos que existem a melhorar para que esta constitua uma terapia

celular segura e eficaz num futuro préximo.

Palavras-chave: células estaminais; células estaminais pluripotentes induzidas; medicina

regenerativa; terapia celular.






Abstract

Pluripotent stem cells, i.e., embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells
(iPSCs) have as their main and distinctive properties the ability to self-renew and
capability of differentiate into different cell types. Over time, embryonic stem cells have
proven to have the qualities required for scientific research and for the medical field,
however, unlike iPSCs, they raise serious ethical issues that limit their application in

clinical practice.

The discovery of iPSCs brought the possibility of converting differentiated cells to
multipotent stem cells with the ability to originate all cell types through cellular
reprogramming techniques. There are numerous applications where these cells can
operate, including in vitro disease models to study disease mechanisms, drug screening
and discovery and regenerative medicine. The iPSCs are a great promise in regenerative
medicine, especially in replacement cell therapy. Although, the mechanisms underlying
this application aren’t yet fully understood and there are still many insufficiently

controlled risks to avoid undesired reactions.

In this work is made a review about the application of this technology, focusing
mainly on regenerative medicine and the current state of its application in clinical
practice, as well as the aspects that needs improvement for safe and effective cell therapy

in the near future.

Keywords: stem cells; induced pluripotent stem cells; regenerative medicine; cell therapy
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Introdugdo

INTRODUCAO
1. Células estaminais

As células estaminais (CE) sdo células indiferenciadas caracterizadas pela sua
capacidade de se autorrenovarem indefinidamente num estado indiferenciado durante um
longo periodo de tempo, bem como pelo potencial de se diferenciarem num ou mais tipos
de células especializadas. De acordo com estas duas propriedades as CE sao identificadas
e designadas consoante a sua funcdo ou local de desenvolvimento (por exemplo, CE

embrionarias, CE adultas; McCulloch & Till, 2005).

2. Origem e tipos de células estaminais

Durante a gastrulacdo, a fase principal da embriogénese, ocorre a transformacao do
blastocisto numa estrutura que compreende as camadas germinativas primérias do
embrido (Mora, Serzanti, Consiglio, Memo & Era, 2017) e na qual as células vao

perdendo gradualmente o seu potencial de diferenciacdo.

As tunicas células totipotentes sdo o odcito fecundado — o zigoto — e os blastomeros.
Esta totipoténcia caracteriza-se pela capacidade que as células t€ém de dar origem a todas
as células diferenciadas do organismo. Estas células totipotentes, depois de alguns ciclos
de divisdo celular, ddo origem a uma estrutura oca denominada de blastocisto, que é
constituido por uma parede de células externas — trofoblasto — formando uma cavidade —
blastocélio — e que, num dos pdlos, forma um agregado de células designado de botao
embriondrio (Braganga, Tavares & Belo, 2010). Estas células vao dar origem ao epiblasto
pluripotente, do qual derivam as trés camadas germinativas do embrido — ectoderme,
mesoderme e endoderme -, que sdo posteriormente especificadas, rearranjadas e
moldadas ao longo do seu desenvolvimento, sendo que o destino de cada uma destas é
determinado pela combinacao de fatores de transcricdo (Mora et al., 2017). Sao as células

pluripotentes do botdo embriondrio que apds a implantacdo geram as CE embriondrias.

No presente trabalho vao ser consideradas fundamentalmente trés tipos de CE: as

embriondrias, as pluripotentes induzidas e as adultas ou somadticas.
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A Aplicagdo de Células Estaminais na Medicina Regenerativa

2.1. Células estaminais embrionarias

Estas células podem ser isoladas a partir do botdo embriondrio de blastocistos pré-
implantados. Sdo consideradas células pluripotentes, j4 que t€ém a capacidade de se
autorrenovarem, de se diferenciarem em praticamente todos os tipos de células
especializadas e, quando injetadas em ratinhos, de formar teratomas, isto é, a forma

benigna de teratocarcinoma (Nerem, 2011; Braganca, Tavares & Belo, 2010).

Porém, apesar de possuirem todas estas caracteristicas favordveis, sao também
propensas a formac¢do de tumores no local alvo ou nos tecidos periféricos sob a forma de

metdstases quando utilizadas em transplantes, isto devido a sua grande capacidade

proliferativa e plasticidade (revisto em Mora et al., 2017).

Somente no ano de 1981 se conseguiu pela primeira vez derivar CE embriondrias a
partir do botdo embriondrio de um ratinho (Martin, 1981; Evans & Kaufman, 1981). Apéds
mais de uma década, em 1998, foram geradas as primeiras CE humanas (Thomson et al.,
1998). O periodo de tempo que decorreu entre estes dois importantes acontecimentos foi
devido, sobretudo, as diferencas entre as CE do ratinho e as CE humanas e ao facto de
terem chegado a conclusdo que os meios de cultura usados para as CE do ratinho tinham
que ser adaptados de forma a se tornarem adequados para as CE humanas. De modo a ser
possivel gerar CE humanas a partir do botdo embrionéario e se conseguirem manter estas
células vidveis em cultura, foi necesséario comecar a recorrer a fatores de crescimento para
que as vias de sinalizacdo necessdarias a autorrenovacgao e a proliferacao destas células em

cultura fossem devidamente ativadas (Yu & Thomson, 2008).

Apesar das diferencgas, as CE de ratinho e humanas expressam um conjunto de fatores
de transcrig¢do, dos quais se destacam o Nanog, Oct4 e Sox2, que sdo fundamentais para
a repressdo da expressdo de genes promotores da diferenciacdo para que estas células

mantenham a sua pluripoténcia (revisto em Tesar et al., 2007).

2.2. Células estaminais pluripotentes induzidas

As células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC) sdo obtidas a partir de células
somaticas (células adultas) de diversos tecidos que, através da reprogramacao genética,
adquirem a capacidade de reverter para um estado de pluripoténcia similar ao das CE

embriondrias, ou seja, conseguem regredir de um estado diferenciado para um

12



Introducdo

indiferenciado, o que permite que posteriormente tenham a capacidade de se
diferenciarem em diferentes tipos celulares (Figura 1; revisto em Nerem, 2011; Aznar &

Tudela, 2016).

Células adultas

\ (fibroblastos)
OCT4 OCT4
Inser¢@o de genes SOX2 SOX2
ou fatores de KLF4  NANOG
transcri¢ao (c-Myc) Lin28
3 Reparagdo do gene
’ através da recombinacgéio
homologa
iPSCs
Diferenciagao

/ Transplantem‘
Investigagdo de farmacos em linhas
celulares em cultura ou estudo de

Linlk Ti1la 4 PPN P
nagenstoiiares parorogicas

Figura 1: Processo de obtencdo das iPSCs a partir de células adultas (adaptado de Aznar & Tudela, 2016)

Com o objetivo de encontrar uma via alternativa para derivar células pluripotentes
com as mesmas fun¢des das CE embriondrias, mas que oferecesse um potencial para uso
clinico substancialmente maior, Takahashi e Yamanaka fizeram uma pesquisa que
resultou na publicacdo, em 2006, de um trabalho seminal que revelou a possibilidade de
induzir a reprogramacdo de fibroblastos de ratinho em células pluripotentes com
propriedades idénticas as das CE embriondrias. Estes investigadores fizeram a
reprogramagdo celular recorrendo a expressdo de quatro fatores de transcri¢do — Oct4,
Sox2, Klf4 e C-Myc. Esta descoberta inspirou outros investigadores a atingir uma
reprogramagdo celular bem-sucedida que rapidamente foi aplicada com sucesso nos

fibroblastos humanos e, posteriormente, para uma grande variedade de outros tipos de
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A Aplicagdo de Células Estaminais na Medicina Regenerativa

células. Independentemente do método utilizado para derivar este tipo de células, as iPSC
conseguem manter as principais caracteristicas das CE embriondrias, incluindo a
capacidade de se multiplicarem em cultura indefinidamente e de gerar células oriundas
de cada uma das trés camadas germinativas embriondrias (Takahashi & Yamanaka, 2006;

Takahashi et al., 2007; revisto em Robinton & Daley, 2012).

2.3. Células estaminais adultas ou somaticas

De um modo geral, a cada tipo de tecido corresponde um determinado tipo de CE
adultas. Sdo grupos de células autorrenovdveis que se encontram em tecidos e em 6rgaos,
tanto fetais como adultos, e que tém a capacidade de gerar linhagens especificas de células
percursoras originando desta forma células diferenciadas. As CE adultas sdo muitas das
vezes multipotentes e a sua linhagem permite originar células progenitoras unipotentes.
Ao longo da vida de um individuo as CE adultas mantém-se em estruturas celulares
localizadas nos tecidos ou 6rgdos, estruturas estas que sao designadas de nichos, isto é,
sdo locais especificos de tecidos in vivo formados por células diferenciadas que vao

modular a atividade das CE (Correia & Braganca, 2010; Tweedell, 2017).

As caracteristicas destas células sdo semelhantes as caracteristicas bdsicas de todas
as CE, ou seja, possuem igualmente a capacidade de se autorrenovarem e de se
diferenciarem em alguns tipos de células especializadas, ainda que com menor potencial
de diferenciagdo e de proliferacdo que as CE embriondrias. As CE adultas possuem um
importante papel na repara¢do e manutengao dos tecidos e 6rgaos onde estio localizadas,
pois quando ocorre qualquer episddio que interfira com o normal funcionamento dos
tecidos onde se encontram, estas células servem para corrigir esta anomalia, funcionando

como um repositorio celular (revisto em Nerem, 2011; Correia & Braganca, 2010).

2.4. Reprogramacao celular

As células pluripotentes durante a embriogénese tornam-se limitadas a uma linhagem
de células especifica de uma forma altamente organizada. O estado diferenciado das
células somaticas é considerado bastante estdvel e, por isso, uma vez diferenciadas, estas

células raramente mudam de um estado diferenciado para outro. No entanto, o estado
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diferenciado de uma célula somadtica pode ser revertido experimentalmente para outro
tipo celular através do processo de reprogramacgdo celular (revisto em Halley-Stott,

Pasque & Gurdon, 2013).

Em 1962, John Gurdon conseguiu obter com sucesso sapos clonados através da
substitui¢do do niicleo de um odcito de um sapo por uma célula mais madura proveniente
do intestino do animal que posteriormente deu origem a girinos intactos. Deste modo,
realizou uma transferéncia nuclear de células somaticas (figura 2A; Gurdon, 1962). Este
importante estudo tinha como objetivo comprovar que ndo havia perda do material
genético durante o desenvolvimento individual e, assim, demonstrou a possibilidade de
c€lulas epiteliais intestinais serem reprogramadas e passarem novamente para um estado
pluripotente, ou seja, que € possivel haver uma reversdo completa do estado diferenciado
das células somadticas (Takahashi & Yamanaka 2013). Posteriormente, no ano de 1987,
foi realizada outra descoberta notdvel por Davis e pelos colegas, onde foi demonstrada a
conversdo direta de células noutras de fenétipo distinto, através de fatores de transcri¢cdo
definidos (figura 2B; Davis, Weintraub & Lassar, 1987). Estes métodos da transferéncia
nuclear e da reprogramagdo direta combinam-se perfeitamente com o conceito de
pluripoténcia induzida (figura 2C) e, por isso, estes dois primeiros métodos foram cruciais

para a descoberta da pluripoténcia induzida (Takahashi & Yamanaka, 2006, 2013).

A
+ ‘ Transferéncia nuclear
6 S
B
7 + @ Transdiferenciagdo /

Cc

TF T1F Pluripoténcia induzida
+ w ‘

Figura 2: Principais avancos cientificos que conduziram a obtencdo das iPSCs
(adaptado de Takahashi & Yamanaka, 2013)

O processo de reprogramacdo celular consiste na reversdo do ciclo de
desenvolvimento de células somadticas (c€lulas diferenciadas) para um estado celular

diferente (pluripotente), através do uso de processos moleculares (Brandl et al., 2014).

15



A Aplicagdo de Células Estaminais na Medicina Regenerativa

Este processo pode ser realizado de duas formas distintas: pode envolver a reversdo de
uma célula diferenciada para um estado de maior plasticidade no seu desenvolvimento
(“desdiferencia¢ao”) ou pode mudar a célula de um tipo celular diferenciado para outro
de uma forma direta (transdiferenciacdo ou reprogramacio direta; Halley-Stott et al.,

2013).

A identidade de qualquer célula é determinada pela expressdo de genes
caracteristicos da linhagem a que pertence, isto é, pelo seu fenétipo. Um determinado
conjunto de fatores de transcricdo, designados de fatores de reprogramagdo, provocam
alteracoes no estado epigenético das células, causando alteracdes na sua expressdao
genética, o que as obriga a ativar novos genes especificos da linhagem e desativar os
antigos (Halley-Stott et al., 2013; Takahashi & Yamanaka, 2013). Assim, € essencial que
durante a reprogramacgdo de células somaticas haja uma redefinicdo dos mecanismos
epigenéticos que permitem que a expressdo de genes se mantenha estavel (Halley-Stott et
al., 2013). No entanto, as iPSCs humanas podem ser reprogramadas epigeneticamente
sem que haja necessariamente uma rutura de toda a sua integridade gendémica (Brandl et

al., 2014).

A descoberta dos fatores de transcri¢do com maior importancia no desenvolvimento
celular e para a sua pluripoténcia foi fundamental para o desenvolvimento das técnicas de
reprogramacdo. Estes fatores sdo proteinas que se ligam ao ADN e que sdo essenciais
para induzir mudangas globais na atividade de genes relevantes no desenvolvimento da
célula (Brandl et al., 2014). Deste modo, um dos objetivos do processo de reprogramagao
¢ estimular os fatores de transcri¢do endégenos que caracterizam uma célula pluripotente.
A tecnologia das iPSCs foi descoberta partindo da reprogramacdo direta através da
expressao forcada de fatores de transcrig¢do especificos - Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc. Estes
sdo os fatores de transcri¢do que revelam maior importancia e que, quando combinados,
o processo de reprogramacao aparenta ser mais eficiente (Takahashi & Yamanaka, 2006;

Takahashi et al., 2007).

No processo de derivagdo de iPSCs inicialmente recorria-se ao uso de retrovirus e/ou
de lentivirus para a transducdo de genes reguladores de forma separada ou num tnico
vetor de expressdao. Contudo, o uso de virus com a capacidade de se integrar nos
cromossomas do hospedeiro acarreta o risco de mutagéneses e transformacoes

potencialmente malignas, o que os torna inadequadas para serem utilizados em estudos
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Introdugdo

clinicos. Além disso, a presenca de virus pode desencadear uma resposta imunitdria.
Assim, foram continuamente estudados e desenvolvidos novos métodos para gerar iPSCs.
Técnicas que envolvem plasmideos, RNAs sintetizados e proteinas foram utilizadas para
induzir o estado pluripotente de diversos tipos de células somaéticas e todas estas técnicas
indicam ser mais tolerdveis em estudos clinicos quando comparadas com a transducao
viral. Apesar da tecnologia de reprogramacdo utilizada, a ameaca de estas células se
tornarem imprevisiveis e induzirem danos genéticos e darem origem ao crescimento de
células malignas, estd sempre presente (Hirschi, Li & Roy, 2014; Turinetto, Orlando &

Giachino, 2017).

A reprogramacao constitui uma técnica de elevado interesse por diversas razdes, das
quais se destacam: o facto de permitir a compreensdo de como a diferenciacdo celular e
a expressdo de genes especializados sao mantidos; pelo potencial contributo que podera
ter na terapia de regeneracao, onde as células e tecidos defeituosos serdo substituidos por
outros normais; e por proporcionar o estudo da natureza das doengas e a descoberta de

novos farmacos (Halley-Stott et al., 2013).
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A Aplicagdo de Células Estaminais na Medicina Regenerativa

3. Questoes éticas e morais

As células estaminais, pelas suas principais caracteristicas de autorrenovacgdo e de
diferencia¢do, tém tido um importante contributo nas dreas da medicina e investigagao.
Este contributo manifesta-se sobretudo por serem consideradas uma fonte de células ou
tecidos para terapias regenerativas, terapias génicas e por possibilitarem o estudo dos

mecanismos de doengas e a descoberta de novos farmacos.

Para a aplicacdo das CE no tratamento de doengas humanas é fundamental que sejam
compreendidos os complexos mecanismos bioldgicos envolvidos. As CE precisam de ser
isoladas e mantidas em cultura num estado indiferenciado, para que possam ser
manipuladas laboratorialmente de modo a induzir a sua diferenciacdo no tipo celular
pretendido e, posteriormente, utilizadas para regenerar tecidos danificados. No entanto,
uma das maiores preocupacoes relativamente a esta utilizacao € a possibilidade de ocorrer
o desenvolvimento de doencgas secunddrias, como por exemplo, o desenvolvimento de

tumores a partir das células inoculadas (Aznar & Tudela, 2016; Brandl et al., 2014).

Umas das fontes de CE mais promissoras clinicamente sdo as CE embriondrias,
tendo-se também revelado uma importante ferramenta no estudo e na compreensao do
desenvolvimento humano e da organogénese (Kolios & Moodley, 2013). Contudo, este
tipo de CE suscitam algumas questdes éticas e morais relacionadas sobretudo com a sua
forma de obten¢do, nomeadamente quando implica a destruicdo de embrides. Esta
preocupacdo tem levado os investigadores a desenvolverem métodos alternativos que
permitam obter CE para a derivacdo de linhas celulares através de procedimentos técnicos

que ndo impliquem a morte do embrido (Miguel-Beriain, 2014).

Face as CE embriondrias, as iPSCs, dentro dos vdrios tipos de CE existentes,
permitem ultrapassar este tipo de questdes éticas relacionadas com o modo como sdo
obtidas e manipuladas. Outro aspeto importante relativamente a estas CE reprogramadas
€ o facto de também gerarem menos preocupacdes quanto ao perigo da rejei¢ao alogénica
quando utilizadas em determinadas terapéuticas. Desta forma, as iPSCs sao CE com um
potencial enorme e t€ém a vantagem de suscitarem menos problemas €ticos e morais

(Aznar & Tudela, 2016; Rawat & Singh, 2017).
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DESENVOLVIMENTO
I - As aplicacoes das células estaminais
4. Aplicacoes das células estaminais pluripotentes induzidas

As 1PSCs pelas suas propriedades surgiram como uma alternativa que veio a
substituir cada vez mais as CE embriondrias nas dreas das ciéncias biomédicas e
investigacdo. Estas células possuem um potencial enorme para serem utilizadas tanto na
area da investigacdo médica como para desenvolverem aplicagdes clinicas, e o facto de
conseguirem ultrapassar algumas barreiras éticas facilita a sua utilizacdo nestas areas

(Rawat & Singh, 2017).

Um dos objetivos do uso deste tipo de CE consiste em obter um tipo celular relevante
correspondente a uma determinada doenca que possibilite o estudo in vitro dos seus
mecanismos fisiopatoldgicos, ao invés de o fazer através da realizacdo de bidpsias, e
também que haja crescimento de culturas de tipos celulares diferenciados a partir destas.
A capacidade de conseguir derivar células de vdrios tecidos a partir das iPSCs que
permitam o estudo mais aprofundado da patogénese e do tratamento de diversas doencas

€ outro dos objetivos do uso destas células (Aznar & Tudela, 2016).

Sao diversas as dreas onde as iPSCs podem ser utilizadas, mas as suas aplicacdes
concentram-se sobretudo na investigacdo das CE no ambito das ciéncias bdsicas, nos
modelos de doengas, na descoberta de fairmacos, em tratamentos de infertilidade e na
medicina regenerativa. Ja foram realizadas algumas aplicagdes praticas também no
ambito da investigacdo animal, como a criagdo de animais transgénicos entre outras

(Rawat & Singh, 2017).

Apesar de todos os desafios, hoje em dia uma rotina importante nesta 4rea é a
derivacao de iPSCs especificas do doente e da doenca através da reprogramacao celular.
Em suma, este tipo de iPSCs especificas fornecem informagdes a partir das quais se pode
obter uma visdo dos mecanismos de diversas doencas, permitem testar firmacos in vitro
com o fim de avaliar o seu potencial terapéutico, bem como explorar a reparagcdo de genes
juntamente com a terapia celular de substituicdo. No exemplo da figura 3 estdo
representadas as aplicacdes médicas referidas, onde o doente tem uma doenca

neurodegenerativa e as iPSCs especificas do doente podem ser utilizadas em duas vias
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alternativas. Nos casos em que a mutag@o causadora da doenca € conhecida, a edigdo de
genes poderia ser utilizada para corrigir a sequéncia de ADN (via representada do lado
direito). Neste caso as iPSCs especificas do doente com a corre¢do do gene feita
passariam por uma diferenciag¢do direcionada para o subtipo neuronal afetado e seriam
posteriormente transplantadas para o cérebro do doente. Em alternativa, poderia ser
induzida uma diferencia¢do das iPSCs especificas do doente para o subtipo neuronal
afetado, o que iria permitir que a doenga fosse modelada in vitro e potenciais farmacos
poderiam ser avaliados, ajudando na descoberta de novas terap€uticas (via representada

do lado esquerdo; Robinton & Daley, 2012).
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Figura 3: Aplicacdes médicas das iPSCs (adaptado de Robinton & Daley, 2012)
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5. Utilizacao das células estaminais na investigacao fundamental

Células que sdo cultivadas in vitro t€m a tendéncia de acumular anomalias
cromossOmicas ao longo das passagens devido a auséncia de pressdo seletiva. As células
reprogramadas demonstram uma predisposicio ainda maior para anomalias
cromossomicas devido a uma forte remodelacdo epigenética associada ao préprio
processo de reprogramacao (Laurent et al., 2011). A reprogramacao das células para um
estado pluripotente implica que sejam feitas mudangas epigenéticas, em que algumas
destas s30 necessdrias para que a reprogramaciao ocorra € outras sdo introduzidas

inadvertidamente durante o processo (Robinton & Daley, 2012).

No caso das células reprogramadas, isto €, das iPSCs verificou-se que existia um
ponto de acumulagdo de mutacdes, principalmente nas vias oncogénicas (Robinton &
Daley, 2012). De acordo com um estudo realizado por Laurent e pelos colegas, os
resultados sugerem que a reprogramacao possa estar associada as diversas delecdes
verificadas em genes supressores de tumores e que o longo periodo de tempo em que as
células se encontram em cultura possa levar as duplicagdes de oncogenes em iPSCs

humanas (Laurent et al, 2011).

As vias de sinalizacdo sdo outro fator crucial a ter em conta nas técnicas de
reprogramacgdo, dado que as diferencas na expressido de genes que controlam estas vias
sd0 suscetiveis a alterar o comportamento celular e o potencial de diferenciagao in vitro
(Ortmann & Vallier, 2017). Os estimulos extrinsecos e o0s circuitos intrinsecos
desempenham um papel sinérgico na manuten¢do do estado indiferenciado e de
autorrenovacdo das células. Nas células estaminais murinas, os principais fatores
envolvidos na manutencdo da pluripoténcia sdo o LIF (Leukemia Inhibitory Factor), 0s
TGFs (Transforming Growth Factors) e os FGFs (Fibroblast Growth Factors). O LIF ¢
um fator chave na manuten¢do da pluripoténcia dado que inibe a diferenciacdo celular.
Quando este fator se liga ao recetor, as vias JAK-STAT sao ativadas e vai haver uma
regulacdo na expressdo de genes no sentido de manter a célula no estado pluripotente
(Figura 4; Ortmann & Vallier, 2017; Rawat & Singh, 2017). No caso das células humanas,
a via de sinalizacdo do LIF tem muito pouca expressao ou quase nenhuma na manuten¢ao

da pluripoténcia (Yu & Thomson, 2008).
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Os componentes da via de sinalizacdo BMP (Bone Morphogenetic Protein), que
pertence a superfamilia dos TGFs-f3, encontram-se presentes nas CE embriondrias
humanas (Yu & Thomson, 2008). O conjunto de fatores que pertencem aos TGFs-f estdo
também envolvidos em vias que sdo cruciais na manutencdo da pluripoténcia e no destino
das CE embriondrias. Relativamente aos FGFs, a sua sinaliza¢do tem também um papel
determinante na manutencdo da pluripoténcias das CE embriondrias, pois a eliminagdo
destes fatores ou a interferéncia na sua via de sinalizag¢do por inibidores dos recetores de
FGF vai provocar a diferenciac¢io celular. A sinalizagdo dos FGFs inicia-se pela ligacio

aos recetores destes fatores que vdo desencadear diversas cascatas de sinalizagdo.

A via de sinalizagdo dos TGFs-P € o primeiro alvo dos fatores de reprogramagao, em
que determinados membros da familia dos TGFs-P sdo reprimidos ou suprimidos pelos
Oct4, Klf4, c-Myc e Sox2 de acordo com a fungdo de cada um. Assim, para a
reprogramagdo de células de fibroblastos para um estado pluripotente, existe uma
distribuicdo particular de tarefas entre os fatores de transcri¢do de modo a intervir em

determinadas vias de sinalizacdo (Rawat & Singh, 2017).

A outra via de sinalizag@o representada na figura 4 ¢ a Wnt. Esta € uma via que se
caracteriza pela regulacdo de aspetos crucias a nivel celular, como a diferenciacio, a
migracdo e a polaridade celular, e a organogénese durante o desenvolvimento
embriondrio. O processo ¢ desencadeado pela ligagcdo das proteinas Wnt aos recetores

acoplados a proteina-G que vai provocar a estabilizag¢@o da f-catenina (através da inibigdo
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da GSK3p) e a sua entrada no nicleo, ativando desta forma os fatores de transcricao
associados a pluripoténcia e a renovagdo celular. Esta via estd portanto implicada na

renovacdo das CE embriondrias (Komiya & Habas, 2008).

Assim sendo, foram surgindo ao longo do tempo diferentes técnicas de
reprogramagao que permitiram resolver alguns problemas relacionados com os fatores de
transcri¢do e as vias de sinaliza¢do que controlam a pluripoténcia celular. A metodologia
atual de reprogramacao celular permite articular e gerir o risco de se atuar sobre os fatores
de transcri¢do que regulam o estado epigenético das células e que podem levar a uma

alteracdo na expressdo dos seus genes.

A aplicagdo das iPSCs na investigagdo fundamental ajuda a ampliar conhecimentos
em determinadas dreas, sobretudo sobre o processo da embriogénese, da gastrulacdo e
diferenciacdo das CE em diversos tipos de tecidos. Na drea de investigacdo sobre o
cancro, as técnicas de reprogramagdo surgiram como uma ferramenta muito importante e
versatil no estudo de mecanismos de modelacao do processo de tumorigénese humano.
As iPSCs derivadas de um doente em particular podem possibilitar um melhor
entendimento sobre os nichos a partir dos quais ocorre a progressdo do cancro e a
construcdao de modelos de doenca mais adequados. Além disto, as iPSCs que sdo geradas
a partir de células cancerigenas podem ser utilizadas como modelo para gerar linhas
celulares, com o objetivo de se perceber melhor os mecanismos moleculares envolvidos
que participam na iniciacdo e progressdo do cancro e para se conseguir ultrapassa-los

(Rawat & Singh, 2017).

5.1. Modelos de doencas e a descoberta de farmacos

No decorrer dos tempos, os estudos no ambito dos modelos de doengas eram
realizados sobretudo em modelos animais geneticamente modificados, principalmente em
ratinhos. No entanto, utilizar o modelo animal como modelo de doenga apresenta a
desvantagem de na maioria dos casos ndo demonstrar com precisio todos os sintomas da
doenca humana. Deste modo, com o avang¢o da tecnologia na area das iPSCs surgiu a
possibilidade de comecar a utilizar estas células para construir modelos de doencas in

vitro. Sao utilizadas nomeadamente iPSCs especificas do doente, pois estas além de
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possuirem a capacidade de se diferenciarem em qualquer tipo celular, que de outra forma
seria bastante dificil de obter, possuem ainda a vantagem de transportar consigo a
mutacio que caracteriza a doenga e toda a informac¢ao genética do doente. Assim, 0s tipos
de células afetadas pela doencga diferenciadas a partir das iPSCs derivadas do doente t€m
a capacidade de reproduzir os fenétipos da doenca in vitro. Contudo, um dos maiores
desafios nesta drea € a identificacao dos fendtipos associados a doenca e a capacidade de
modelar a patogénese e o tratamento da doenca nas iPSCs (Mora et al., 2017; Rawat &

Singh, 2017; Kondo, Toyoda, Inagaki & Osafune, 2017; Lee et al., 2009).

Neste ambito, as iPSC sdo fundamentais para ajudar a compreender a patogénese das
doencas, identificar novos alvos terapéuticos e para aumentar a probabilidade do sucesso
clinico de novas moléculas com potencial farmacoldgico que podem ser testadas nos

modelos de doenca (Grskovic, Javaherian, Strulovici & Daley, 2011).

As aplicagdes das iPSCs na investigacdo dos mecanismos de doengas e de potenciais
farmacos para o tratamento destas destinam-se a abranger inimeras doencas sendo que ja
foram derivadas diversas iPSCs, nomeadamente das linhas celulares hematopoiética,

hepatica, endotelial, neuroldgica e cardiovascular (Rawat & Singh, 2017).

Na érea cardiovascular, uma das doencas que deu origem a mais modelos de doenca
foi a sindrome do QT longo. Trata-se de uma doenga congénita com 12 tipos diferentes,
em que cada um deles estd associado a um funcionamento anormal do canal i6nico que
provoca uma repolariza¢do ventricular prolongada que d4 origem a um intervalo QT
prolongado visivel num eletrocardiograma. Apesar do grande numero de estudos
realizados nesta drea com o objetivo de desvendar os mecanismos subjacentes a esta
sindrome, subsistia uma lacuna quanto a capacidade de criar modelos especificos do
doente que representassem as variacoes da doenca e ao nivel das fontes in vitro de
cardiomidcitos humanos, dado que estes apresentam propriedades eletrofisiolégicas
complexas que diferem entre espécies. De modo a preencher esta lacuna, Moretti e 0s
colegas aplicaram as tecnologias das iPSCs ao diferenciarem estas células de doentes com
a sindrome do QT longo de tipo 1 em cardiomidcitos, sendo esta a primeira doenca
cardiaca a ser modelada com 1PSCs humanas. Com a ajuda deste modelo de doenca, os
investigadores confirmaram o mecanismo subjacente a doenca e, para além disso, ainda
testaram compostos que a exacerbam e chegaram a conclusdo que a utilizacdo de

bloqueadores dos recetores B-adrenérgicos atenua a expressao do fenétipo do QT longo
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(Robinton & Daley, 2012; Mora et al., 2017; Moretti, 2010). Entretanto, t€ém sido
concretizados mais estudos neste sentido e o recente desenvolvimento de iPSCs de
cardiomidcitos permitiu que os fendétipos desta doenga cardiovascular humana fossem
modelados, que fossem testados possiveis farmacos e que desenvolvessem novas

abordagens terapéuticas (Karakikes, Ameen, Termglinchan & Wu, 2015).

A disautonomia familiar, doenca genética rara do sistema nervoso periférico, € outro
exemplo de doenca para a qual foi concebido um modelo bem sucedido a partir de iPSCs
de doentes. O que se conhecia da doenca era que esta era provocada por uma mutagdo no
gene IKBKAPS e que ocorria uma deplecdo dos neurénios sensoriais, no entanto o
mecanismo que estd na origem da perda destes neurénios ndo era bem conhecido, o que
levou a necessidade de conceber um modelo de doenga. Sendo assim, Lee e os colegas
derivaram as iPSCs especificas dos doentes com esta patologia, que posteriormente foram
diferenciados em percursores dos neurénios afetados pela doenga, conseguindo-se
reproduzir in vitro os fenétipos associados a esta. Com este estudo concluiram que o
modelo de doenca criado apresentava um grande potencial para compreender a
patogénese da doenca in vitro e que um maior nimero de linhagens de iPSCs com a
mutacdo da disautonomia familiar talvez pudesse vir a ser util para validar o fenétipo

associado (Lee et al., 2009; Robinton & Daley, 2012).

Para além disto, outra potencial aplicacdo das iPSCs humanas € o uso de células
especificas do doente para descobrir novos farmacos. De modo a implementar a
tecnologia das iPSCs nesta drea ¢ fundamental cumprir alguns aspetos dos quais se
destacam: derivar iPSCs de elevada qualidade e armazené-las num bio-banco que permita
0 seu rastreamento e a recuperacao de amostras; a diferenciagdo das iPSCs derivadas do
doente em tipos celulares chave que sao afetados pela doenga em estudo, e descobrir o
fendtipo da mesma. Na figura 5 estd esquematizado um exemplo de modelo destinado a
descoberta de farmacos. Este processo inicia-se com as amostras retiradas do doente para
dar origem a iPSCs e em seguida faz-se a diferenciacio direta destas em células que sdao
relevantes para a doenca. Esta tecnologia permite reproduzir a doenca in vitro, sendo
daqui que surge o termo “disease in a dish”, o que torna possivel fazer a pesquisa de
fiarmacos. E desta forma que é possivel utilizar esta tecnologia para descobrir farmacos
apropriados para a patologia em estudo. No diagrama estd representado o processo de

producdo de iPSCs que se inicia a partir do doente, numa fase seguinte as iPSCs sdo
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derivadas e posteriormente e feita uma caracterizacio das c€lulas e sdo armazenadas num

bio-banco (Grskovic et al., 2011).
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Figura 5: Modelo para a investigacio e desenvolvimento de formacos com base na tecnologia das iPSCs
(adaptado de Grskovic et al., 2011)

No estudo de Lee e dos colegas referido anteriormente, os investigadores conceberam
com sucesso um modelo de doenga para a disautonomia familiar que permitia explorar e
compreender com precisdo a patogénese desta doenga. Por esta razdo aprofundaram o seu
estudo e decidiram aproveitar o modelo concebido para fazerem screening de algumas
moléculas, no decurso do qual os investigadores demonstraram que o fendtipo da doenga
podia ser parcialmente normalizado pela cinetina, uma hormona vegetal. Este é um
exemplo de como as iPSCs podem facilitar a descoberta de novas opgdes terapéuticas

(Lee et al., 2009).

Em suma, o uso das iPSCs permite que a drea dos modelos de doencas humanas seja
explorado, o que ajuda a compreender melhor os mecanismos patogénicos das doengas
que, consequentemente, possibilita a melhoria das terapéuticas celulares para doencgas
degenerativas (Kolios & Moodley, 2013). Patologias como as doengas de Parkinson ou
de Alzheimer, cujos mecanismos subjacentes ainda ndo s@o bem compreendidos, sdo
também um desafio importante desta drea pois € importante que sejam desenvolvidos
modelos para este tipo de doengas para que posteriormente se consigam estudar opc¢des

terapéuticas apropriadas (Grskovic et al., 2011; Beevers, Caffrey & Wade-martins, 2013).
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IT — As células estaminais pluripotentes induzidas na medicina regenerativa
6. O conceito de medicina regenerativa

A medicina regenerativa e a engenharia dos tecidos sdao duas grandes areas que se
complementam e se focam sobretudo no estudo de técnicas e estratégias que permitam
reparar um tecido ou 6rgdo, ou até mesmo substitui-lo. Frequentemente o termo
“medicina regenerativa” ¢ utilizado como sinénimo de engenharia dos tecidos. No
entanto, a principal diferenca entre estas duas dreas reside no facto de a medicina
regenerativa utilizar exclusivamente como fonte celular as CE, sobretudo CE humanas,
podendo recorrer a CE adultas, embriondrias ou a iPSC, por exemplo. As iPSC sdo as
que, em termos éticos € morais, suscitam menos problemas e, como sdo obtidas por
reprogramacgdo celular, também apresentam menos limitacdes relativamente a forma
como sao obtidas. Isto porque no caso das CE adultas, por exemplo, a sua identificacio é
mais dificil bem como o seu isolamento a partir dos tecidos e Orgdos de interesse

(Berthiaume, Maguire, & Yarmush, 2011; Mason & Dunnill, 2008).

Nos seres humanos a regeneracdo estd naturalmente presente em alguns tecidos,
como é o caso do figado, ou manifesta-se de forma distinta como quando ocorre a
substitui¢do normal de células como por exemplo na mucosa intestinal ou na epiderme.
Sendo que este fendmeno nao acontece da mesma forma em todos os tecidos, a medicina
regenerativa surge com o objetivo de substituir ou regenerar células humanas, tecidos ou
orgdos de modo a reparar ou restabelecer o seu normal funcionamento sobretudo pelo
fornecimento de células, particularmente as CE que tenham a capacidade de estimular

uma regeneragdo mais ampla (Jain & Bansal, 2015; Mason & Dunnill, 2008).

Neste ambito, comecou a surgir interesse no estudo da aplicacio da medicina
regenerativa sobretudo na drea da transplantacdo de orgdos e tecidos. Para isso,
comecaram a ser utilizadas combinagdes de diversas abordagens tecnoldgicas que
permitem ir além das terapias tradicionais de transplantes e substituicdo (Jain & Bansal,
2015). A medicina regenerativa constitui uma drea interdisciplinar que aplica sobretudo
principios de engenharia dos tecidos, de biologia celular e de biomateriais de modo a
promover a regeneracao celular (Mao & Mooney, 2015). O transplante celular ou a terapia
celular e a geracdo de 6rgdos recorrendo a CE de um tecido adulto sdo exemplos de

tecnologias utilizadas nesta area (Jain & Bansal, 2015). Outras aplicacdes de interesse da
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medicina regenerativa sdo o uso para a investigacdo de novos farmacos e para realizar

estudos toxicolégicos (Mason & Dunnill, 2008).
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7. Terapia Celular

A atual terapia de transplantes de 6rgdos e tecidos tem limitagdes associadas a falta
de 6rgdos disponiveis para transplante e a necessidade de o doente ter que fazer farmacos
imunossupressores para toda a vida, o que ainda assim ndo impede completamente a
ocorréncia de complica¢des imunoldgicas frequentemente presentes nesta terapia. Estes
obstdculos podem ser ultrapassados através do uso de estratégias da medicina

regenerativa (Mao & Mooney, 2015).

A perda de 6rgdos e tecidos, bem como o surgimento de lesdes devido a doengas,
motivam o desenvolvimento de terapias com a capacidade de regenerar tecidos e que
diminuam a dependéncia de transplantes (Mao & Mooney, 2015). Deste modo, as iPSCs
constituem uma promessa enorme para a medicina regenerativa, nomeadamente no
ambito da substitui¢do de células doentes ou danificadas em 6rgdos-alvo. A concecdo de
1PSCs especificas de doentes tem sido motivada pela possibilidade de obter células e
tecidos imuno-compativeis para transplantes aut6logos, uma vez que a eficdcia do
tratamento € influenciada pelas complexas interagdes entre o dador e o hospedeiro, o que
diminui significativamente com o uso de 1PSCs especificas do doente. (Robinton &

Daley, 2012; Arjmand, Goodarzi, Mohamadi-jahani, Falahzadeh & Larijani, 2017).

De um modo geral, a abordagem para o desenvolvimento de terapias celulares com
base em iPSCs humanas pode ser dividida em 6 etapas: inicialmente as células somaticas
sdo extraidas de doentes afetados pela doenca em estudo e colocadas em cultura; estas
células somdticas do doente sdo reprogramadas e ddo origem as iPSCs; as iPSCs
derivadas do doente sdo corrigidas a nivel genético; € induzida a diferenciacdo das iPSCs
geneticamente corrigidas para o tipo celular pretendido com o fim de se obterem células
doadoras saudaveis com o genoma adequado; estas células posteriormente sdo submetidas
a testes de controlo de qualidade que incluem testes de identificagcdo celular, de avaliacao
do nivel de pureza, de atividade e de seguranca; e por fim, as células geneticamente
adaptadas ao doente e cujos testes de controlo de qualidade foram aceitdveis, sdo

transplantadas para o doente para terapia celular (Figura 6; Yoshida & Yamanaka, 2017).
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Figura 6: Desenvolvimento da terapia células com base em iPSCs humanas esquematizado (adaptado
de Yoshida & Yamanaka, 2017)

A capacidade de fornecer iPSCs em nimero suficiente ou células progenitoras
derivadas destas para utilizar em terapias para os tecidos alvos, mantendo uma viabilidade
e funcionalidade altas sdo fatores chave para que este tipo de células seja aplicado na

prética clinica (Hirschi et al., 2014).

Na terapia celular, a distribui¢do para os 6rgdos ou tecidos alvo das iPSCs ou das
c€lulas que derivam destas pode ser feita de duas formas distintas: por inje¢do intravenosa
das células com a expectativa de que posteriormente as células migrem em dire¢do ao
orgdo ou tecido alvo, ou por administracdo local das células através de um cateter
implantado ou por cirurgia aberta (Hirschi et al., 2014). Para a administrag¢do local, tém
sido utilizados sobretudo scaffolds constituidos por biomateriais para implantagdo ou
injetdveis, nomeadamente na drea das células cardiacas (Lu et al., 2013; Kawamura et al.,
2012; Kawamura et al., 2013). No caso de procedimentos por injecdo intravenosa,
normalmente as células sdo injetadas num buffer, isto €, numa solugdo que resiste as
mudancgas de pH, sem terem sido adicionados veiculos celulares. No entanto, este tipo de
abordagem normalmente leva a uma elevada percentagem de morte celular. Assim sendo,
os procedimentos que permitem a administragdo local das células permite que as células
atinjam o local pretendido e podem proporcionar uma melhoria considerdvel do enxerto
realizado. E fundamental que os meios utilizados permitam a sobrevivéncia ¢ a
proliferagdo celular, o que se verifica especialmente quando sdo utilizados scaffolds, o
que lhes dd a capacidade de fornecer células em nimero suficiente ao tecido ou 6rgdo

alvo, levando a enxertos eficientes (Hirschi et al., 2014).
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Este tipo de terapias pode recorrer ao uso de iPSCs aut6logas ou alogénicas. Quando
se utilizam iPSCs autdlogas, isto €, do proprio doente, o risco de rejei¢do imunoldgica
diminui significativamente, assim como o risco de transmissao de virus ou outras formas
de infecao. No entanto, o desenvolvimento de iPSCs especificas do doente esta associado
a custos médicos elevados. Por esta razdo, a utilizagdo de iPSCs alogénicas na medicina
regenerativa deve ser considerada como uma opg¢ao vidvel, até porque uma das maiores
vantagens da tecnologia das iPSCs € a diversidade existente de candidatos a doadores de
células. Neste contexto, antes de se derivarem iPSCs para uso a nivel clinico, é
fundamental que todos os aspetos relevantes dos doadores sejam cuidadosamente
examinados, como as suas condi¢des de sadde e o tipo de antigénio leucocitdrio humano
(HLA) que é expresso, por exemplo. Este tipo de anédlise permite ainda compreender se
variagOes genéticas que surgem nas iPSCs clonadas ja existiam no doador ou se foram

adquiridas durante o processo de reprogramacao celular (Takahashi & Yamanaka, 2013).

A tecnologia das iPSCs pode ser amplamente conjugada com a terapia celular, sendo
que uma das caracteristicas que a distingue mais € o fato de ter uma diversidade enorme
de fontes celulares. As iPSCs humanas idealmente devem ser obtidas através de
procedimentos pouco invasivos e que estejam associados a0 menor risco possivel e, é por
este principio que a maioria das iPSCs utilizadas em estudos publicados sao derivadas a

partir de células da pele (Takahashi & Yamanaka, 2013).

Para que se consiga atingir o grande potencial da terapia celular na medicina
regenerativa, € essencial que seja determinada com precisdo a informagdo do perfil de
cada doente e que as estratégias de terapéuticas celulares estejam de acordo com as

caracteristicas particulares de cada individuo (Arjmand et al., 2017).

7.1. Ensaios experimentais com células estaminais pluripotentes induzidas

O primeiro ensaio experimental neste ambito foi realizado em 2007 por Hanna et al.,
e veio demonstrar a aplicabilidade das iPSCs na medicina regenerativa (Hanna et al.,
2007). Este ensaio tinha como objetivo o tratamento da anemia falciforme — uma doenca
causada por um defeito de um tnico gene -, recorrendo ao uso de iPSCs. Foram derivadas
iPSCs de um ratinho, nas quais o alelo da hemoglobina mutada foi corrigido através da
segmentacdo especifica do gene. Posteriormente as iPSCs foram diferenciadas em

progenitores hematopoiéticos e, por fim, transplantadas para um ratinho anémico. No
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decorrer deste ensaio verificou-se que esta estratégia corrigiu o fenétipo das células
sanguineas e que, portanto, a doenca foi curada (Hanna et al., 2007; Lu & Zhao, 2013;
Rawat & Singh, 2017).

Trabalhos mais recentes tém colocado a drea das células estaminais cada vez mais
perto do desenvolvimento de estratégias para gerar células que de outra forma seriam
dificeis de obter, como neurénios e cardiomidcitos. Ao longo do tempo tém sido
publicados inimeros estudos que sugerem que produtos celulares derivados de iPSCs
humanas podem ser utilizados no tratamento de patologias como a insuficiéncia cardiaca,
a diabetes, degeneracdo da retina, doengas neurodegenerativas, entre outras. Muitos
estudos pré-clinicos demonstram o potencial das células derivadas de iPSCs como uma
nova fonte para a terapia celular de substituicdo (Kawamura et al., 2012; Kawamura et

al., 2013; Kondo et al., 2017; Payne et al., 2014).

A 1insuficiéncia cardiaca € uma das causas de morte mais comuns em todo o mundo,
e o tratamento médico para doentes com insuficiéncia cardiaca grave continua a ter um
beneficio limitado. Métodos cirtrgicos, como o transplante, sdo uma opg¢ao limitada a um
reduzido ndmero de doentes dada a escassez de 6rgdos disponiveis para transplante
(Yoshida & Yamanaka, 2017). Por estas razdes, no decorrer dos anos, o tratamento da
doenca cardiaca requeria o desenvolvimento de estratégias terapéuticas novas e
personalizadas e foi neste sentido que Lu e os colegas realizaram o seu estudo em 2013.
Neste estudo transplantaram para ratinhos células progenitoras cardiovasculares
multipotentes derivadas a partir de iPSCs humanas. Foi a primeira vez que foram
utilizadas células progenitoras cardiovasculares humanas na drea da engenharia de tecidos
cardiacos. Ao longo do estudo verificaram que as células transplantadas tiveram a
capacidade de migrar, proliferar e de se diferenciar in situ em cardiomidcitos, em células
do misculo liso e células endoteliais com grande eficiéncia para reconstruir o coracao
danificado. Os investigadores verificaram ainda que os tecidos cardiacos concebidos a
partir das cé€lulas utilizadas apresentaram contracdes espontaneas, a capacidade de gerar
forca mecanica e que se mostraram responsivos a farmacos. Umas das principais
caracteristicas deste estudo que o destaca relativamente aos restantes dentro desta drea é
o facto de terem utilizado cardiomidcitos derivados a partir de iPSCs humanas, dado que
a maioria dos tecidos cardiacos eram concebidos com cardiomidcitos murinos. Quando

comparados com os cardiomidcitos isolados diretamente dos doentes, os cardiomidcitos
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derivados de iPSCs humanas possuem as vantagens de serem autorrenovaveis e de ndo

obrigarem a um tratamento farmacolégico prolongado (Lu & Zhao, 2013; Lu et al., 2013).

O transplante de cardiomidcitos derivados a partir de iPSCs humanas demonstrou ser
promissor na formacdo de um novo miocdrdio funcional in situ, no entanto a
sobrevivéncia e a funcionalidade das células transplantadas sdo criticas a longo prazo.
Deste modo, foi estudada a eficdcia terapéutica do transplante de cardiomidcitos
derivados de iPSCs humanas num modelo suino com cardiomiopatia isquémica crénica
e verificou-se que as células transplantadas raramente sobrevivem no cora¢do num longo
periodo de tempo possivelmente devido ao suporte insuficiente da rede vascular do tecido
nativo (Kawamura et al., 2012). Ap6s um ano, foi descrito o transplante de células
compostas por cardiomidcitos derivados de iPSCs humanas recorrendo novamente a um
modelo animal suino de enfarte do miocérdio, onde foi realizado um transplante
intramiocardial com estas células juntamente com células do omento (células do
peritoneu). Os investigadores verificaram que a combinac¢do de cardiomidcitos derivados
de iPSCs humanas com as células do omento permite prevenir a isquemia das células
depois do transplante, dado que promove a angiogénese, o que leva ao aumento da
sobrevivéncia das células transplantadas. Apesar dos estudos promissores realizados ao
longo do tempo, é necessdria mais investigacdo para que sejam alcancadas estratégias
clinicamente relevantes para aumentar as possibilidades de se recorrer aos transplantes de
cardiomidcitos derivados de iPSCs humanas no tratamento da insuficiéncia cardiaca

(Kawamura et al., 2013; Yoshida & Yamanaka, 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a diabetes mellitus do tipo
1 ¢ uma doenca crdnica caracterizada pela destruicao das células  do pancreas e que
resulta num défice de insulina produzida por este 6rgdo. Tendo em conta os problemas
associados aos atuais tratamentos para esta doenca, tornou-se importante o
desenvolvimento de novas abordagens, bem como encontrar novas fontes de células 3
pancredticas humanas. A produgdo destas células a partir de iPSCs pode ser uma
alternativa e, para demonstrar isso mesmo, tem sido examinada vigorosamente a
diferenciagao direta de iPSCs em linhagens celulares enddcrinas do pancreas através da

reproducdo in vivo de processos de desenvolvimento deste 6rgao (Kondo et al., 2017).

Tém sido desenvolvidas estratégias para mimetizar e reproduzir in vitro as fases
normais de desenvolvimento do pancreas através da manipulagdo da expressao de fatores

de transcri¢do chave envolvidos, com o objetivo de induzir a diferenciacdo de iPSCs em
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células da linhagem pancredtica com potencial terapéutico para a diabetes (Kondo et al.,
2017). A producgdo de células enddcrinas € o maior objetivo, ja que sdo estas as células
que tém a capacidade de produzir insulina, e ja foi demonstrada a capacidade das células
pancredticas derivadas de iPSCs se diferenciarem em todas as linhagens celulares
pancredticas, incluindo em células enddcrinas. Foi igualmente demonstrado que ao fim
de 3 a 4 meses apds ter sido colocado um implante num ratinho imunodeficiente, as
células produzidas a partir das iPSCs conseguiram diferenciar-se in vivo em células
adultas com a capacidade de estimular a secre¢do de insulina na presenca de glucose
(Toyoda et al., 2015). Outro grupo de investigadores demonstrou também que quando as
células produzidas a partir de iPSCs foram implantadas nas subcdpsulas renais de um
ratinho imunodeficiente, as células B que constituiam o enxerto comegaram a secretar
insulina mediante as mudangas dos niveis de glucose sanguineos, mas neste estudo esta
resposta iniciou-se 2 semanas apos a colocacdo do implante. Verificaram ainda que as
células conseguiram melhorar os niveis de glucose por mais de 18 semanas nestes
modelos animais (Pagliuca et al., 2014). Entre muitos estudos neste ambito, foi reportado
por outro grupo de investigadores que a regulacdo rigorosa do momento de decisdo da
diferenciacdo celular da endoderme pancredtica para células enddcrinas € fundamental
para se obterem células B pancreaticas derivadas de iPSCs com a capacidade de
desencadear a produ¢do de insulina em resposta a presenca de glucose (Shahjalal et al.,

2014).

Tém sido desenvolvidas e estudadas estratégias de diferenciacio para a producao de
linhagens enddcrinas pancredticas a partir de iPSCs pela mimetizacdo do
desenvolvimento destas in vivo, bem como para o desenvolvimento de células
funcionais capazes de produzir insulina através, por exemplo, da identificacdo de
compostos quimicos com a capacidade de induzir a diferenciacdo das iPSCs em células
da linhagem pancredtica. Diferentes métodos de transplante destas células também tém
sido alvo de estudo, como por exemplo métodos em que as células pancredticas induzidas
sdo transplantadas diretamente para o doente ou abordagens em que este processo se
realiza através da coloca¢ao de um implante, de modo a averiguar qual o processo mais
seguro e eficaz. Contudo, apesar destes numerosos avancos relevantes na area da diabetes,
existem ainda algumas questdes que precisam de ser ultrapassadas (revisto em Kondo et

al., 2017).
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Os tratamentos existentes para as doengas neurodegenerativas, de um modo geral,
limitam-se ao alivio de alguns sintomas e na maioria dos casos ndo conseguem impedir a
progressao da doenga. Por estas razdes existem ainda grandes lacunas nos tratamentos de
muitas doencgas neurodegenerativas e, por isso, a diferenciacdo de iPSCs em vdrias
linhagens neurais tem sido largamente estudada (Payne et al., 2014). As iPSCs tém a
capacidade de se diferenciarem em CE neurais, em CE da crista neural e,
consequentemente, em linhagens neurais especificas (Hirschi et al., 2014). Ao longo do
tempo ja foram derivadas iPSCs humanas a partir de fibroblastos de doentes com doenga
de Parkinson, doenca de Alzheimer e com esclerose multipla, por exemplo, e
posteriormente diferenciadas in vitro em tipos celulares relevantes para cada doencga,
incluindo em neurénios motores, neurénios dopaminérgicos e oligodentrécitos (Payne et

al., 2014; Wernig et al., 2008; Tabar & Studer, 2014).

Uma das doengas neurodegenerativas mais comuns € a doenga de Parkinson, que se
caracteriza pela perda progressiva de neurénios dopaminérgicos na substancia nigra
(Payne et al., 2014). Nos ultimos 20 anos, a terapia celular de substituicdo a nivel
experimental com modelos animais tem demonstrado potencial para poder vir a ser uma
op¢do de tratamento vidvel para os doentes com esta patologia. Isto porque ja foi
demonstrado que as iPSCs reprogramadas a partir de fibroblastos de ratinhos tém a
capacidade de se diferenciarem em neurdnios funcionais in vitro e que as células
percursoras neurais derivadas destas iPSCs conseguem migrar para diferentes regidoes do
cérebro e, posteriormente, diferenciarem-se em neurénios e outras células neurais.
Verificou-se ainda que os neurénios dopaminérgicos daqui derivados podem melhorar o
comportamento de ratinhos com doenga de Parkinson (Wernig et al., 2008). Nesta area
das doencas neurodegenerativas sdo utilizadas sobretudo células estaminais neurais
induzidas. Recentemente, um grupo de investigadores utilizou enxertos constituidos por
estas células como terapia celular em ratinhos com doenca de Parkinson submetendo-os
ainda a injecOes de 6-hidroxidopamina e verificaram que com este procedimento o ratinho
teve melhoras ao nivel do seu desempenho motor. Confirmaram ainda, recorrendo a
utilizacdo de marcadores bioldgicos, que as células estaminais neurais induzidas
presentes no enxerto sobreviveram, migraram e se diferenciaram em células neurais,
nomeadamente em neurdnios dopaminérgicos. 12 semanas apds o tratamento nao houve
formacdo de tumores, o que vem reforcar que este tipo de tratamento além de parecer ser

eficaz também mostra evidéncias de ser seguro (Choi et al., 2017).
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As CE da crista neural sdao células multipotentes e t€m também sido exploradas na
investigacao da diferenciacdo de iPSCs para a regeneracdo de tecidos neurais, de modo a
poderem ser utilizadas no tratamento de doencas como a disautonomia familiar (Lee et
al., 2009). Estas CE da crista neural produzidas a partir de iPSCs tém a capacidade de se
diferenciarem em células Schawnn e, por isso, conseguem promover a mielinizacdo e
consequentemente a regeneracdo funcional de nervos periféricos. Esta evidéncia é
promissora para o desenvolvimento de terapias celulares para doengas desmielinizantes,

como no caso da esclerose multipla (Wang et al., 2011).

7.2. Primeiro ensaio clinico com células estaminais pluripotentes induzidas

humanas

Até recentemente existiam indmeros trabalhos experimentais publicados com iPSCs
humanas e derivadas de animais, no entanto todos os ensaios eram realizados em modelos
animais e portanto ainda ndo tinha sido efetuado nenhum ensaio clinico com base nestas
células. Em 2014, pela primeira vez, iniciou-se um ensaio clinico com base em iPSCs
humanas pelo RIKEN Center for Development Biology, localizado no Japao, com o
objetivo de testar o potencial médico destas células no tratamento da degeneracao macular

da idade (DMI) (Angelos & Kaufman, 2015).

A DMI caracteriza-se por ser uma doenca degenerativa da macula (4rea central da
retina) em que se verifica a perda do epitélio pigmentar da retina e que, desta forma, pode
conduzir a cegueira (Rawat & Singh, 2017). Esta doenca pode categorizar-se de trés
formas: DMI precoce, DMI seca e DMI exsudativa. Entre 7 a 8% da cegueira em todo o
mundo estd relacionada com esta doenca, sendo que chega a ser a causa mais comum
desta nos paises desenvolvidos, sobretudo em pessoas com mais de 60 anos. Estes
nimeros tendem a aumentar como consequéncia do envelhecimento da populacao (Wong

et al., 2014).

Apesar de ao longo do tempo terem havido avangos significativos ao nivel do
tratamento da DMI, os tratamentos continuam a implicar riscos muito elevados ou a
apresentar uma baixa eficacia quando sdo descontinuados. No ambito da terapia celular
de substitui¢do, nos anos 90 realizaram-se transplantes alogénicos de células do epitélio
pigmentar da retina (EPR) derivados de fetos humanos, no entanto a rejeicao ocorria com

frequéncia. Cerca de uma década mais tarde foi realizado um transplante aut6logo destas
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células e, apesar de a visdo do doente ter sido preservada a longo prazo, o procedimento
cirdrgico implicava um risco elevado de hemorragia massiva e de descolamento da retina
(revisto em Mandai et al., 2017). Com o objetivo de ultrapassar estes problemas
associados aos tratamentos jd existentes, um grupo de investigadores, incluindo
Takahashi e Yamanaka que t€m vindo a estudar o potencial das iPSCs na reconstrug¢do de
tecidos doentes ha mais de uma década, iniciaram um ensaio clinico onde foram
transplantadas células EPR derivadas de iPSCs em doentes com DMI exsudativa com o
fim de impedir a progressao da doenca e melhorar a visdo dos doentes (Mandai et al.,

2017; Cyranoski, 2013).

No ano de 2013 foi iniciado o estudo clinico e recrutado o primeiro doente — uma
mulher japonesa com 77 anos diagnosticada com DMI (Mandai et al., 2017). Inicialmente
foram reprogramadas células retiradas da pele da doente para conceber iPSCs, de seguida
foi induzida a diferenciagdo destas em células EPR e posteriormente colocadas em cultura
para crescimento de modo a formarem uma camada de células para posterior implante.
Desta forma foram produzidas células EPR a partir de iPSCs humanas derivadas a partir
de fibroblastos autdlogos, isto €, especificos do doente (Angelos & Kaufman, 2015). As
células EPR derivadas das iPSCs foram submetidas a avaliagdes quanto a sua qualidade
e seguranca antes de se proceder a sua utilizacao no transplante. Em 2014 foi finalmente
submetida ao transplante das células EPR derivadas das iPSCs (Mandai et al., 2017). No
mesmo ano foi recrutado um segundo doente, no entanto foram detetadas 3 anomalias no
nimero de cépias de ADN (delecdes) que poderiam vir a afetar a expressdo de genes,
sobretudo uma delas, dado que se tratava de uma delecao no cromossoma X e, sendo o
doente do sexo masculino, foi a que gerou mais preocupacdo. Com estas variacOes
genéticas que ocorreram nas iPSCs e nas células EPR derivadas destas, o doente acabou
por ndo ser submetido ao transplante (Mandai et al., 2017; Shi, Inoue, Wu & Yamanaka,

2017).

Entretanto, antes de serem publicados quaisquer resultados deste primeiro transplante
do ensaio clinico, os investigadores para aferirem o perfil de seguranca destas células
utilizaram um ratinho imunodeficiente com o objetivo de testarem o seu potencial
oncogénico. Verificaram que ndo houve formacdo de tumores, nem foram detetadas
novas inser¢oes, dele¢des ou alteracdes no numero de copias de ADN. Confirmaram
também que o ADN do plasmideo utilizado ndo foi integrado no ADN gendmico (revisto

em Mandai et al., 2017).
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Passado um ano da realizacdo do transplante, foram analisados os resultados
relativamente a seguranca do procedimento. Os investigadores ndo observaram sinais de
rejeicio nem de que a membrana neovascular — previamente removida — tivesse
reaparecido. Exames realizados indicaram a presenca de células EPR funcionais. No
periodo de pds-operatério tinha sido detetado um edema macular que apesar de ter
desaparecido logo apds a cirurgia, reapareceu 4 semanas mais tarde. Perante este
problema foi aumentada a dose de glucocorticoides do colirio e o edema diminuiu, ainda
que tenha persistido sem mudangas preocupantes ao longo do tempo. Em suma, apds um
ano ndo se verificaram complicacdes graves, nem uma proliferacao inesperada das células
ou qualquer sinal de doenca maligna. Durante o ano de estudo apds o transplante ndo
foram observados sinais de rejei¢do, tal como na avaliacdo mais recente em dezembro de
2016, realcando que a doente ndo foi submetida a imunossupressores, apesar de alguns
estudos indicarem que as células aut6logas derivadas de iPSCs podem desencadear

reacdes imunonoldgicas, o que constitui portanto um resultado positivo (Mandai et al.,

2017).

Quanto a eficacia, passado um ano de a cirurgia ter sido realizada, a acuidade visual
da doente ndao melhorou nem piorou, embora os investigadores admitam que este
resultado poderia ter sido conseguido sem cirurgia. A doente sentiu que ficou sobretudo

com a visdo mais clara, o que se pode dever a remog¢ao da membrana neovascular (Mandai

et al., 2017).

Com este trabalho, os investigadores realizaram pela primeira vez um transplante
para tratar a DMI com células aut6logas, ou seja, células derivadas a partir de células do
proprio doente (Mandai et al., 2017). Entretanto, no fim de 2015 foi emitido um
comunicado pelo Foundation for Biomedical Research and Innovation — RIKEN com a
informacdo de que este ensaio clinico foi interrompido devido a uma mudanga nas
guidelines japonesas referentes a medicina regenerativa (Foundation for Biomedical
Research and Innovation — RIKEN, 2015). No entanto, a vontade de progredir nesta drea
€ constante e, por isso, os investigadores liderados por Masayo Takahashi e por Yasuo
Kurimoto propuseram a realizacdo de um novo ensaio clinico com o objetivo de testar
uma terapia com base em iPSCs, mas desta vez derivadas a partir de células de doadores
anénimos e receberam luz verde para iniciarem o ensaio clinico em 5 doentes japoneses

com DMI exsudativa (Cyranoski, 2017).

38



Desenvolvimento

Em Marg¢o de 2017, foi realizado o primeiro transplante deste ensaio clinico, onde
um homem japonés com 60 anos se tornou na primeira pessoa a receber um transplante
de células derivadas de iPSCs concebidas a partir de células de um doador anénimo. Neste
caso, foram reprogramadas células da pele do doador em iPSCs que, por sua vez, foram
induzidas a diferenciarem-se para células EPR e, posteriormente, realizou-se o transplante
destas células para a retina do doente com a patologia. Ainda nido foram publicados
quaisquer resultados relativos a esta intervencao cirdrgica pioneira. Segundo declaragoes
de Takahashi, a cirurgia correu bem mas o sucesso desta s6 pode ser declarado depois de
uma meticulosa monitorizagdo destas células transplantadas ao longo do tempo. Afirmou
ainda que s6 serdo feitas mais declaracdes quando os 5 doentes incluidos no ensaio
tiverem sido submetidos ao procedimento planeado. Tal como no estudo anterior, espera-
se que os resultados sejam positivos na medida em que impecam a progressao da doenca

(Cyranoski, 2017).

Umas das maiores ambig¢des dos investigadores na drea da medicina regenerativa € a
criacdo de biobancos de larga escala que permitam o armazenamento de iPSCs, ou de
preferéncia de iPSCs ja diferenciadas para diferentes tipos de células progenitoras que
depois possam dar origem a células de determinadas linhagens. Idealmente, estes tipos de
biobancos seriam constituidos por iPSCs de diversos doadores e poderiam tornar os
transplantes de CE mais convenientes de realizar, enquanto se reduziriam os custos, 0
tempo e a complexidade da preparacao destas células e ficariam disponiveis preparacoes
celulares consistentes para se poderem efetuar multiplos estudos de seguranca e eficicia

(Cyranoski, 2017; Grskovic et al., 2011).

Neste ultimo estudo, cujo procedimento envolve um transplante alogénico, dado que
foram utilizadas iPSCs desenvolvidas a partir de células de um doador, a probabilidade
de ocorrer uma rejei¢cao imunoldgica aumenta porque estas células ndo proporcionam
uma correspondéncia genética exata ao contrario do que se verificaria se as iPSCs fossem
derivadas a partir de células do préprio doente. No entanto, segundo Yamanaka, se forem
desenvolvidos biobancos com uma ampla variedade de iPSCs depositadas, serd possivel
encontrar correspondéncias suficientes para a maioria das aplicacdes pretendidas

(Cyranoski, 2017).
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8. Principais preocupacdes e perspetivas futuras na implementacio clinica das

iPSCs

As 1PSCs teoricamente tém um potencial enorme para serem utilizadas como fonte
celular na prética clinica, sobretudo na area da terapia celular. No entanto, quando se
projeta a sua utilizacdo para a realidade surgem algumas preocupagdes, nomeadamente

no que diz respeito a seguranca e eficicia.

Os processos de reprogramacgao celular e de diferenciacdo das iPSCs sdo processos
cruciais e delicados, pois é durante estas fases do desenvolvimento de iPSCs que podem
surgir acidentalmente alteracoes genOmicas e aumentar o potencial oncogénico das
células. E portanto essencial a caracterizagdo e qualificacdo das anomalias genémicas
adquiridas pelas células durante a reprogramacao, cultura e diferenciacio para se garantir
que as células produzidas sdo funcionais, puras e apropriadas para serem utilizadas tanto
para fins de investigacdo como para fins terapéuticos; assim como que se compreendam
melhor os mecanismos bioldgicos subjacentes a reprogramacdo celular e outros
mecanismos que levam as células ao seu estado indiferenciado para transforma-las em
células ou tecidos diferenciados. (Robinton & Daley, 2012; Turinetto, Orlando &
Giachino, 2017; Aznar & Tudela, 2016). Para que estas células sejam passiveis de serem
utilizadas na prética clinica € importante que seja assegurada a sua seguranca € que se
otimizem ao mdiximo os complexos processos envolvidos na sua producdo e
desenvolvimento, de modo a haver producdo de linhas de iPSCs consistentes. Assim, para
que se consiga atingir todo o potencial que estas células podem ter, é crucial que haja
consenso quanto ao melhor procedimento e mais consistente para a producao de iPSCs
mais seguras e confidveis, e utilizar protocolos mais uniformes e controlos mais rigorosos
para que haja uma boa reprodutibilidade na produgdo das iPSCs entre diferentes
laboratdrios. Desta forma, seriam produzidas linhas celulares padronizadas que poderiam
ser utilizadas com maior confianca nos estudos bdsicos e experimentais (Robinton &
Daley, 2012). Tém-se estudado ao longo do tempo diferentes abordagens que admitam
melhorar a eficiéncia e a reprodutibilidade da produgado de iPSCs. A descoberta de fatores
de pluripoténcia humanos especificos em conjunto com procedimentos de reprogramacgdo
adequados é uma delas, ja que podem ajudar a produzir linhas de iPSCs de elevada
qualidade (revisto em Ortmann & Vallier, 2017). O tempo de cultura é outro fator que os
investigadores associam a formacdo de anomalias gendmicas e, por isso, seria também

benéfico recorrer a procedimentos que o minimizem (Robinton & Daley, 2012).
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O maior potencial terapéutico das iPSCs foca-se especialmente na sua obtengao a
partir do préprio doente (células autdlogas), ja que estas podem oferecer significativas
vantagens como o menor risco de rejeicdo imunoldgica apds o transplante, que constitui
também uma grande preocupagdo nesta drea (Aznar & Tudela, 2016). Contudo ji foi
demonstrado por diversos estudos, inclusivamente por um realizado por Yamanaka e
pelos colegas, que o processo de diferenciacdo pode provocar defeitos nas linhas
individuais de iPSCs humanas produzidas e, por isso, representar uma ameacga devido a
possibilidade de favorecer a formacao de tumores apds o transplante. Estas alteragdes que
se manifestam por anomalias na expressao génica devem ser, por esta razao, identificadas
e eliminadas das iPSCs antes destas serem utilizadas para aplicacdes na medicina
regenerativa (Brandl et al., 2014; Koyanagi-Aoi et al., 2013). Sendo que o risco de reacao
imunoldgica constitui uma das maiores preocupacdes nos transplantes de CE, foram
propostas algumas abordagens para limitar este risco. Uma das abordagens mais
promissoras € a criacdo de biobancos de iPSCs humanas com base no genétipo HLA a
semelhanca do que € feito atualmente para as células estaminais do corddo umbilical
utilizadas para transplante de células hematopoiéticas. Entretanto, esta abordagem j4 foi
posta em prética no Japao onde os investigadores conceberam um biobanco de iPSCs
humanas homozigéticas para o gene HLA, e que pressupdem que apenas 50 linhas destas
iPSCs seriam suficientes para abranger cerca de 91% de toda a populacdo japonesa com
compatibilidade para 3 locus de HLA (revisto em Angelos & Kaufman, 2015; Nakatsuji,
Nakajima & Tokunaga, 2008).

O conhecimento incompleto dos mecanismos fisiopatolégicos de algumas doengas,
principalmente das neurodegenerativas, deve-se em grande parte ao facto de os modelos
animais existentes serem pouco representativos para permitirem estudar a doenga com
alguma precisdo. Para que se consiga fazer uma sele¢ao apropriada de abordagens para a
terapia celular, é essencial que a fenotipagem dos doentes seja melhorada através de
abordagens fisiopatoldgicas, genéticas e imagioldgicas. Na prética clinica, para que estas
células pluripotentes sejam passiveis de ser utilizadas € essencial que primeiramente seja
selecionada a doenca alvo da terapia celular, que sejam identificados os fendtipos
relevantes para a patologia e que a diferenciacdo das iPSCs seja direcionada para um
fenotipo relevante. Na realidade, estes aspetos constituem ainda grandes desafios nesta

area (Robinton & Daley, 2012).
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E importante que qualquer técnica ou procedimento clinico que seja proposto com
base em iPSCs seja competitivo relativamente as terapias ja existentes, tanto a nivel de
eficdcia como de seguranca, para que seja passivel de ser aplicado na prética (Tabar &

Studer, 2014).

O aparecimento de regulamentagdo por parte de entidades reguladoras como a FDA
(Food and Drug Administration) referentes a utiliza¢do de terapias celulares com base
em iPSCs em ensaios clinicos era indispensdvel, tendo em conta as preocupacoes
existentes com os potenciais riscos de atividade biolégica prolongada, a inducdo de
respostas imunoldgicas e o envolvimento de procedimentos relativamente invasivos que
envolvem esta drea de estudo. Surgiu assim, em 2015, uma norma de orientagdo por parte
do Centro de Avaliagdo e Pesquisa de Produtos Bioldgicos (Center for Biologics
Evaluation and Research) da FDA intitulada de “Consideragdes para o design de ensaios
clinicos de fase inicial de produtos de terapia celular e genética” onde sdo expressadas

estas preocupacgdes (FDA, 2015).

No futuro, o surgimento de inovacdes técnicas na drea cirdrgica, como a cria¢do de
técnicas e sistemas minimamente invasivos, ou como o desenvolvimento de técnicas que
permitam a monitorizacao e visualizacdo do 6rgdo ou tecido alvo durante o procedimento
através, por exemplo, de uma ressondncia magnética em tempo real irdo beneficiar
também as técnicas de transplante com iPSCs e tornd-las mais seguras. E fundamental
que a eficicia e a seguranca deste tipo de abordagem na medicina regenerativa sejam
melhoradas e € precisamente nesse sentido que estdao a ser desenvolvidos métodos para
melhorar a migracao das células in vivo, bem como a integragdo dos enxertos compostos

por estas cé€lulas no hospedeiro (Aznar & Tudela, 2016; Tabar & Studer, 2014).

Em suma, para que haja mais seguranca e confianc¢a na utilizac@o futura de células
derivadas de iPSCs em terapias celulares, € fundamental preencher a lacuna de ensaios
clinicos que existe com estas células. Para a implementacdo de abordagens baseadas em
iPSCs humanas na medicina regenerativa € crucial a formacdo de equipas
multidisciplinares de clinicos e cientistas peritos em diferenciacdo direta, bem como a
conjugacdo de conceitos de engenharia de tecidos com esta area (Tabar & Studer, 2014).
Para que se consigam desenhar ensaios clinicos e para simplificar o uso destas células em
terapias celulares, existem ainda algumas barreiras e desafios que devem ser

ultrapassados. Para isso, é fundamental que haja, sobretudo, uma producao de forma

padronizada, eficiente, em niimero suficiente e de acordo com as cGMPs (current Good
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Manufacturing Practices) para assegurar consisténcia e reprodutibilidade das células
produzidas; e os processos de producdo destas células para uso terapéutico devem ter uma
supervisdo rigorosa e regulada. Antes das células derivadas de iPSCs receberem qualquer
tipo de aprovacdo por entidades reguladoras para serem utilizadas em ensaios clinicos,
devem ser submetidas a testes genéticos detalhados que testem o potencial oncogénico e
aimunogenicidade, bem como a testes microbiolégicos e toxicoldgicos (figura 7; Angelos
& Kaufman, 2015; Ortmann & Vallier, 2017).
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Figura 7: Estratégia clinica para a realizacfo de ensaios clinicos com células derivadas iPSCs para
aplicaciio em terapias celulares (adaptado de Angelos & Kaufman, 2015).

A produgdo, identificagdo e andlise de linhas de iPSCs humanas transplantaveis
seguras na prdtica carecem da realizacdo de muitos estudos, com um custo bastante
elevado, para cada transplante celular que se pretenda fazer. O estudo clinico realizado
no Japdo referido anteriormente, revelou que o custo de tratamento por doente foi cerca
de 512,000 $ US, o que se torna demasiado dispendioso e insustentdvel para se tornar

uma prética clinica acessivel (revisto em Brandl et al., 2014).
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Conclusdo

CONCLUSAO

Tendo em conta a capacidade das células estaminais pluripotentes de proliferar em
cultura e da sua aptiddo de dar origem a quaisquer células ou tecidos do organismo,
considera-se que tém um enorme potencial para funcionar como fonte celular no
desenvolvimento de novas terapias celulares. A utilizacio de CE embriondrias gera
controvérsia e opinides divididas, pois se por um lado possuem grandes potencialidades
para variadas aplicagdes, sobretudo na medicina e investigacdo, por outro suscitam
questdes éticas e morais associadas sobretudo a forma como sao obtidas. Ha cerca de uma
década, com a descoberta das iPSCs surgiu também uma possivel fonte celular que
poderia vir a substituir as CE embriondrias na grande parte das suas aplicacdes, ja que se
vieram a verificar bastantes semelhancas entre estes dois tipos de células pluripotentes,
apresentando também um grande potencial na drea da medicina, com a vantagem de que

as 1PSCs superam estas questoes éticas associadas as CE embriondrias.

Ao surgirem as iPSCs, a reprogramacao celular provou tratar-se de uma ferramenta
indispensdvel para a transformacdo de células diferenciadas para um estado de
pluripoténcia, e o rdpido avango nas tecnologias de reprogramac¢do conduziu a novas
oportunidades para a aplicacio destas células na medicina regenerativa, em modelos de
doenca e na pesquisa de farmacos. Contudo, para se beneficiar do potencial destas células
¢ imprescindivel a melhoria dos processos de reprogramacdo e diferenciacdo destas
células, bem como da compreensio dos mecanismos subjacentes a estes, dado que estdao
muitas das vezes associados ao aparecimento de anomalias gendmicas e a formacdo de
tumores. Esta melhoria deve ser feita com o intuito de se conseguir manipular o processo
de uma forma adequada, assim como para melhorar a efic4cia, o rigor, a qualidade e a
consisténcia da reprogramagao celular. Com o objetivo de tornar as iPSCs mais seguras
e estdveis geneticamente poderem ser utilizadas na terapia celular, tem sido dedicado

muito tempo e estudo a otimizagdo das técnicas de reprogramacao.

A medicina regenerativa engloba processos de substituicdo, de engenharia ou de
regeneracdo de células humanas, tecidos ou 6rgdos com o objetivo de restabelecer o
funcionamento normal destes. E uma drea bastante complexa mas que tem suscitado
grandes expectativas quanto a novas abordagens terapéuticas. Os produtos celulares
utilizados nesta area sdo derivados de CE, particularmente de iPSCs. Desde que foram

descobertas, estas células trouxeram novas possibilidades de abordagens nestas dreas nas
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quais os investigadores confiam que poderdo ser aplicadas com mais estudos que
garantam a sua seguranca e eficicia. Porém, sucederam-se também alguns fracassos,
principalmente quanto a sua aplicacao na pratica clinica, que atrasam 0 seu uso promissor
na medicina regenerativa, mas que ndo as desvalorizam quanto as suas diversas
possibilidades de aplicacdes na drea experimental da medicina. A investigacdo e a
utilizacdo das iPSCs para o estudo fisiopatolégico de doencas, bem como para o
desenvolvimento de modelos de doenga e de terapias celulares tem sido feita sobretudo
para doengas neurodegenerativas como as doengas de Parkinson e de Alzheimer, doengas

cardiovasculares, diabetes e para degeneracdo macular da idade.

Depositam-se esperancas na possibilidade das iPSCs poderem vir a ser utilizadas
para a formacgdo e regeneragdo de tecidos, sob a forma de transplante em doentes com
lesdes em tecidos ou 6rgdos. O seu uso a partir de células do doente, isto €, em condicdes
autoélogas, limita a necessidade de terap€utica imunossupressora, trazendo a possibilidade

de ultrapassar a preocupacgdo da rejei¢ao imunoldgica.

Espera-se que sejam realizados mais estudos e ensaios clinicos como um que estd a
decorrer atualmente no Japao com doentes com DMI, e que estes estabelecam o caminho
para mais aplicacOes da tecnologia das iPSCs. Enquanto a sua aplicagdo em terapias
celulares ainda ndo € compreendida o suficiente para a realiza¢do de mais ensaios clinicos
e para ser utilizada na pratica, é utilizada com sucesso em modelos de doencas e na
pesquisa de farmacos. Permite também adquirir novos conhecimentos e novas perspetivas

relativamente a forma como 6rgaos e tecidos podem vir a ser substituidos no futuro.

Apesar de ainda ndo serem totalmente compreendidas, existe consenso quanto aos
beneficios que as iPSCs podem ter e, por isso, € continua a procura por parte dos
investigadores de novas terapias e tratamentos com esta tecnologia. Para a pratica clinica,
assim que sejam criados métodos de controlo de seguranca e eficacia, as iIPSCs tém
potencial para serem utilizadas em doencas cujo tratamento até entdo era somente

sintomdtico ou em patologias consideradas até entdo sem cura.
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