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RESUMO

A obtengao de células estaminais pluripotentes induzidas (piscas) a partir da
reprogramacao directa de células somaticas foi um dos avan¢os mais importantes da biologia,
nos ultimos anos.

As iPSCs sao células somaticas que foram reprogramadas para um estado de
pluripoténcia através da introdug¢ao de um conjunto de factores especificos. Podem ser
obtidas a partir de diferentes tipos de células, como os fibroblastos, queratinocitos,
hepatoécitos e células do sangue. As iPSCs sao similares as células estaminais embrionarias,
quer na morfologia e na expressao de marcadores de pluripoténcia, como também na
capacidade de desenvolver teratomas. Como células estaminais pluripotentes podem
diferenciar-se em todas as linhagens celulares, incluindo neuronios, células do sangue e
células cardiacas.

O progresso da investigacio no dominio das iPSCs veio demonstrar o seu enorme
potencial e adquiriu uma consideravel relevancia cientifica, social e econémica por contribuir
para o conhecimento dos processos do desenvolvimento dos organismos vivos e os
mecanismos de regeneragao, e potencialmente vir a permitir transplante celular, a
descoberta de novos farmacos, a identificacio dos mecanismos de doencas e seu
tratamento.

Apesar dos imensos problemas técnicos que ainda tém que ser ultrapassados,
nomeadamente no que diz respeito a seguranga e eficacia destas células, espera-se que a sua
utilizagao venha a trazer beneficios inimaginaveis, em medicina humana.

Nesta dissertagao faz-se uma revisao da literatura sobre os diferentes tipos de células
estaminais e as suas caracteristicas especificas, focando-se nas células estaminais

pluripotentes induzidas.
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ABSTRACT

Obtaining induced pluripotent stem cells (aspics) from direct reprogramming of
somatic cells is one of the most important biology advances in recent years.

The iPSCs are somatic cells that have been reprogrammed to a pluripotent state by
introducing a number of specific factors. These cells can be obtained from different types of
cells, such as fibroblasts, keratinocytes, hepatocytes and blood cells. iPSCs are similar to
embryonic stem cells, both in morphology and expression of pluripotency markers, but also
on the ability to develop teratomas. As pluripotent stem cells, they can differentiate into all
cell lines, including neurons, blood and heart cells.

The progress of iPSCs research has demonstrated its enormous potential and has
acquired considerable scientific, social and economic relevance, by contributing to the
increase of knowledge about living organisms development processes, improving
regeneration mechanisms, organ transplantation and gene therapy, discovering new drugs,
identifying the mechanisms of emergency and development of diseases and finding new
treatments.

Despite the huge technical problems that have yet to be overcome, particularly
regarding safety and efficacy, it is expected that the use of this cells will bring unimaginable
benefits to human medicine.

In this sense, this dissertation is intended to review literature on the different types

of stem cells and their specific characteristics, focusing on pluripotent stem cells.




Células Estaminais Pluripotentes Induzidas no Estudo de Mecanismos de Doenca e Avaliagao de Novas Terapias

INDICE
R 101 o Y [V o= T R 10
[.1. Células estaminais ..........coieiieiiiiiiii e, 10
[.2. Origem e fonte das células estaminais ................c.oeoiiinee 10
[.3. Células estaminais embrionarias versus adultas ...................... 14
1.4, QUESTOES ELICAS «evvvre ettt ettt ee e et teaaeeseeeennnnnens 14
2. Reprogramagao ........oceouiiuiiniit it 16
2.1. Reprogramagao nuclear ...........cc.coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien 16
2.2. Células estaminais pluripotentes induzidas ........................... 19
2.2.]1. Origem das iPSCs e plasticidade ...........c.ccooeiiiiiiiiiinnnnn. 20
222, Metodologia .....couuinniiiii e 21
2.3. Aplicagoes das iPSCs ........oiuiiniiiiii e 24
2.3.1. Modelosdedoenga .......coovvviiiiiiiiiiiiiii i, 24
2.3.2. Screening de farmacos .........ccoceiiiiiiiiiiiiii e 29
2.3.2.1. Recrutamento de doentes ............ccoeviiiiiiniiiiiniennennnnn. 31
2.3.2.2. Derivagao e expansao das iPSCs ...........ccccoiiiiiiiiiiiinnn 31
2.3.2.3. Diferenciacao direccionada ..........coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn 32
233. Terapiacelular ........c..oiiiiiii e 33
3. Portugal @ asiPSCs .......coiiiiiiiiii e 35
4. Perspectivas futuras ..........c..cooeiiuiiiiiiiiiiiii e 36
5. Conclusao ......ooiiiiiiiiiii 38
6. Bibliografia ...........coouiiiiii e 39




Células Estaminais Pluripotentes Induzidas no Estudo de Mecanismos de Doenca e Avaliagao de Novas Terapias

INDICE DE FIGURAS

Figura |: Propriedades das células estaminais ...........c.ccoieiiiiiiiinn 10
Figura 2: Caracteristicas das células estaminais embrionarias .................. 12
Figura 3: Origem dos diferentes tipos de células estaminais ................... 13
Figura 4: Reprogramacao realizada por Gurdon ..............cooiiiiiiine. 16

Figura 5: Principais avangos cientificos que conduziram a obtengao das

PSS et 17
Figura 6: Métodos de reprogramacao de células somaticas .................... 18
Figura 7: Representagao esquematica da reprogramacao e diferenciacao de
PSS et e, 22
Figura 8: Diagrama esquematico mostrando a formacao das iPSCs e as

NI I To] ot Lol e = S R 24

Figura 9: Modelacao de doencgas neurologicas usando a tecnologia das

PSS et 30
Figura 10: Modelo integrado para a descoberta e desenvolvimento de

novos farmacos baseado na tecnologia das iPSCs ... 31
Figura | 1: Aplicagao das iPSCs .......co.eiiiiiiiiiii e 34




Células Estaminais Pluripotentes Induzidas no Estudo de Mecanismos de Doenca e Avaliagao de Novas Terapias

INDICE DE TABELAS

Tabela |: Vectores virais e nao virais usados na obtencao iPSCs ................. 23
Tabela 2: Sumario dos modelos de doenga publicados recorrendo a

tecnologia das iPSCs ..o 27




Células Estaminais Pluripotentes Induzidas no Estudo de Mecanismos de Doenca e Avaliagao de Novas Terapias

LISTA DE ABREVIAGOES

AP — peptideo 3 amiloide

CE — células estaminais

EpiSC — células estaminais do epiblasto (epiblast stem cells)

ESC — células estaminais embrionarias (embryonic stem cells)

hESC — células estaminais embrionarias humanas (human embryonic stem cells)

hiPSC — células estaminais pluripotentes induzidas humanas (human induced pluripotent stem
cells)

iPSCs — células estaminais pluripotentes induzidas (induced pluripotent stem cells)

LRRK2 — leucine-rich repeat kinase 2

PINK | — PTEN-induced putative kinase |

PSC — células estaminais pluripotentes (pluripotent stem cells)

SCNT — somatic cell nuclear transfer
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|. INTRODUCAO
I.1. CELULAS ESTAMINAIS

As células estaminais definem-se pela sua capacidade de se auto-renovarem
indefinidamente num estado indiferenciado e possibilidade de se diferenciarem num ou mais

tipos de células especializadas (Figura ).

Célula estaminal Células especializadas
nao especializada
Di.feranciac;io

@—»@—»

Aglo-renovagio

ulas

do sangue Células musculares

Neurdnios

Figura |: Propriedades das Células Estaminais.
As células estaminais sao capazes de se auto-renovar indefinidamente e de se diferenciar num ou varios tipos

de células especializadas. Retirado de Braganga et al., 2010.

|.2. ORIGEM E FONTE DAS CELULAS ESTAMINAIS

Durante a embriogénese, observa-se uma diminuicao gradual do potencial de
diferenciagao das células constituintes do embriao.

Quando o odcito (contendo 23 cromossomas de origem materna) é fecundado pelo
espermatozoide (contendo 23 cromossomas de origem paterna), forma-se uma célula cujo
nucleo contém 23 pares de cromossomas. Esta célula sofre repetidas divisoes formando um
embridao, que vai implantar-se no Utero e desenvolver-se até formar um feto e, finalmente,
um adulto.

O odcito fecundado e os blastomeros sao as Unicas células totipotentes, isto &, que
tém a capacidade de originar todas as células diferenciadas do organismo adulto. Depois de
alguns ciclos de divisao celular, estas células totipotentes formam uma estrutura oca, o

blastocisto, composto por uma parede de células externas (trofoblasto) que forma uma
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cavidade (blastocélio) e que encerra, num dos polos, um agregado de células denominado
botao embrionario ou massa celular interna. Nesta fase, as células comegam a especializar-se
e a perder o potencial de se diferenciarem em todas as linhagens do organismo adulto.

As células do trofoblasto dao origem aos tecidos extra-embrionarios, tal como a
placenta, o cérion e o saco amnidtico, e as células do botao embrionario vao dar origem ao
epiblasto, precursor do embriao propriamente dito, e que é a origem das trés camadas
germinativas do embriao (ectoderme, mesoderme e endoderme), das quais derivam todos
os tecidos e 6rgaos. As células do botao embrionario sao pluripotentes e apds implantagao
geram as células embrionarias (ES), com capacidade para formar todos os 220 tipos de
células que constituem um organismo adulto (Figura 2), menos a placenta e tecidos extra-

embrionarios (Braganca et al., 2010).
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Caracteristicas das células estaminais
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Figura 2: Caracteristicas das células estaminais embrionarias.
As ES tém origem embrionaria e sdo isoladas a partir da massa interna de blastécitos pré-implantados. Tém um
potencial de diferenciagido quase ilimitado, podendo originar quase todos os tipos celulares, salvo algumas
excepgoes, nio podendo, por exemplo, originar células da placenta, e sdo consideradas células estaminais

pluripotentes. Retirado de Regenerative Medicine, 2006.

Logo a seguir a implantagio do blastocisto no Utero, podem-se derivar células
estaminais pluripotentes a partir do epiblasto (Figura 3), que se chamam células estaminais
do epiblasto (Epiblast stem cells ou EpiSC) (Tesar et al., 2007).

Nos tecidos e o6rgaos adultos existem células estaminais designadas de células
estaminais adultas. Estas células possuem as mesmas caracteristicas basicas de todas as

células estaminais, como a capacidade de se auto-renovarem e de se diferenciarem em alguns
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tipos de células especificas dos tecidos ou 6rgaos onde estao localizadas (Lerou et al., 2005)
(Figura 3).

A principal fungao das células estaminais adultas é a manutengao e reparagao dos
tecidos especificos e 6rgaos onde se encontram. Elas constituem um repositorio celular
usado na renovagao e reparagao dos varios tecidos, contribuindo para a sua homeostase. O
seu potencial de diferenciagao é, intrinsecamente, mais reduzido, comparativamente as

células estaminais embrionarias (Leeper et al., 2010).
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Figura 3: Origem dos diferentes tipos de células estaminais.
As células da massa celular interna ou botao embrionario do blastocisto pré-implantado podem ser isoladas e
cultivadas in vitro, e assim dar origem a células ES capazes de se auto-renovar. Estas células sdo pluripotentes,
ou seja apresentam um potencial elevado de diferenciagao, originando todos os tipos celulares de um
organismo adulto. As EpiSC tém uma capacidade restrita de diferenciagio em comparagdo com as células ES,
mas ainda s3o pluripotentes e podem dar origem a células das trés camadas germinativas (ectoderme,
mesoderme e endoderme) e a células derivadas dessas camadas. Muitos tecidos dos organismos adultos
contém células estaminais adultas que servem para recuperar as células perdidas por morte celular normal do
tecido ou para reparar o tecido danificado ap6s uma doenga ou lesio. As células estaminais somaticas tém
menor plasticidade em comparagio com as células ES ou EpiSC, e sdo apenas multipotentes (ou por vezes

unipotentes). As células estaminais dos tecidos fetais (neuronais, sangue do cordao umbilical ou liquido
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amniotico, por exemplo) tém propriedades intermédias entre as células estaminais embrionarias e adultas em

termos de poténcia. Retirado de Genesia et al., 201 1.

|.3. CELULAS ESTAMINAIS EMBRIONARIAS VERSUS ADULTAS

Apesar das células estaminais embrionarias se apresentarem, aparentemente, como
uma solugao mais vantajosa, dado a sua pluripoténcia natural, capacidade proliferativa e ao
facto de, teoricamente, possuirem uma gama de aplicagdes mais extensa do que as células
estaminais adultas, a sua enorme plasticidade e capacidade proliferativa sao propensas a
formacao de tumores no local alvo ou perifericamente sob a forma de metastases, quando
usadas em transplantes. O uso das células estaminais embrionarias é também limitado pelas
dificuldades técnicas em conduzir a sua diferenciagao para o tipo celular pretendido (Martin
et al, 1981). Para além de serem menos propensas a formagao de tumores, as células
estaminais adultas estao programadas para originar células-filhas, o que permite
regeneragdes ou integracoes mais eficazes. No entanto, apresentam também algumas
desvantagens, como a: menor capacidade de proliferagao comparativamente com as células
estaminais embrionarias e dificil identificacdo e isolamento, uma vez que existem em
pequenas populagoes celulares no seio dos tecidos e orgaos de interesse (Martin et al,

1981).

| 4. QUESTOES ETICAS

As células estaminais, pelas propriedades que apresentam, podem ser Uteis como
fonte de células ou de tecidos para terapias regenerativas, terapia génica, descoberta de
novos farmacos e identificagao dos mecanismos de doengas.

A aplicacao das células estaminais para tratar as doengas humanas s6 podera ser
concretizada depois de serem compreendidos um conjunto complexo de mecanismos
bioldgicos e dos procedimentos técnicos serem melhorados. E importante isolar as células
estaminais e manté-las em cultura num estadio biomolecular indiferenciado, para que possam
ser submetidas a manipulagoes laboratoriais de modo a induzir a sua diferenciagao no tipo
celular pretendido e, futuramente a sua introdugao nas regioes lesadas para que ai possam

regenerar os tecidos danificados (Brivanlou et al., 2003). Depois de concretizar este
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objectivo, poder-se-a substituir as zonas lesadas de um determinado 6rgao-alvo, para que
possa retomar o funcionamento normal e permanente, mas nao deve ser ignorada a
possibilidade de se desenvolverem doencgas secundarias, por exemplo, tumores a partir das
células inoculadas.

Admite-se que a utilizagdo de CE para regenerar tecidos podera ainda diminuir as
dificuldades em obter 6rgaos dadores em numero suficiente para as necessidades actuais e
futuras de transplantacao de o6rgaos, o que constitui um relevante problema de salde
publica.

No entanto, surgem questoes éticas € morais que estao relacionadas com a origem
das células estaminais, principalmente quando implica a destruicao de embrides. Isto tem
levado os investigadores a desenvolverem métodos alternativos que permitam obter células
estaminais para a derivacao de linhas celulares, mediante procedimentos técnicos que nao
impliquem a morte do embriao: biopsia da MCI com colheita de um blastomero, construcao
de estruturas similares a embrides, colheitas de células ainda vivas em embrides em que
ocorreu morte natural, entre outros.

Estas dificuldades podem ainda ser ultrapassadas, induzindo o estado de pluripoténcia

em células somaticas, através da reprogramagao directa (Takahashi e Yamanaka, 2006).
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2. REPROGRAMACAO

2.1. REPROGRAMAGAO NUCLEAR

Em 1962, John Gurdon conseguiu obter com sucesso ras clonadas através da

transferéncia do nucleo de células somaticas para oécitos (Gurdon, 1962) (Figura 4).

Figura 4: Reprogramacao realizada por Gurdon.
O investigador Gurdon usou luz ultravioleta para destruir o nicleo do odcito de uma ra (l) e transferiu o
nucleo de uma célula epitelial diferenciada para o odcito enucleado (2). Foram obtidas ras clonadas (3). Este
estudo demonstrou que a informacao genética necessaria para obter as células diferenciadas das ras permanece
intacta no nucleo da célula dadora. Estudos realizados mais tarde demonstraram ser possivel clonar mamiferos
recorrendo a esta técnica (4). Retirado de Scientific Background “Mature cells can be reprogrammed to

become pluripotent”, 2012.

O investigador Gurdon transferiu o nucleo de células epiteliais intestinais
diferenciadas para odcitos, aos quais tinha destruido o nucleo por incidéncia de radiagoes
ultravioleta, e conseguiu originar ras clonadas (Figura 5A). Este notavel estudo demonstrou a
possibilidade das células epiteliais intestinais serem reprogramadas e passarem novamente
para um estado de pluripoténcia (Takahashi and Yamanaka, 2013).

Outra descoberta notavel foi realizada por Davis, em 1987, demonstrando a
conversao directa de células noutras de fenotipo diferente, através de factores de

transcricao definidos (Davis et al., 1987) (Figura 5B).
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Figura 5: Principais avancos cientificos que conduziram a obtengao das iPSCs.

(A) Reprogramagdo mediada por odcitos. A memodria do nilcleo da célula somatica pode ser apagada
quando incorporado num oécito sem nucleo. A criagao de ras clonadas por transferéncia nuclear
ocorreu em 1962.

(B) Transcrigdo induzida por factores de conversao (Davis et al., 1987).

(C) Indugao de pluripoténcia através de factores definidos. A combinagio dos conceitos adquiridos
durante a reprogramacdo mediada por oodcitos e a transcri¢io induzida por factores conduziu a
descoberta da tecnologia das iPSCs.

Adaptado de Takahashi and Yamanaka, 201 3.

Em 1997, com o nascimento do primeiro clone mamifero, a ovelha Dolly, provou-se
ser possivel alterar o estado epigenético de um nucleo diferenciado pela sua integragao num
oocito enucleado, sendo esta célula hibrida uma célula totipotente que contém o genoma da
célula diferenciada original (Wilmut et al, 1997). A técnica utilizada por este grupo de
investigacao foi a transferéncia do ndcleo somatico (SCNT).

A reprogramagao nuclear veio assim demonstrar que o nucleo das células somaticas,
nao sé contém toda a informagao genética necessaria para a geragao de um organismo,
como também podem ser rejuvenescidas, por manipulagao artificial, para adquirir novamente
pluripoténcia. Durante a embriogénese, as células somaticas, uma vez diferenciadas, muito
dificilmente mudam de um estado de diferenciagio para outro. No entanto, o estado de
diferenciacdo das células somaticas pode ser experimentalmente revertido através da

reprogramacao nuclear (Gurdon and Melton, 2008).
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A reprogramacao nuclear pode ser definida como o processo que permite que o
estado de diferenciacdo de uma célula possa ser mudado para outro e apresenta-se como
uma técnica de interesse por trés razoes:

|. uma vez identificada a reprogramagao, podera compreender-se como a diferenciagao
celular e a expressao de genes especializados sao mantidos;

2. podera vir a ser util na terapia de regeneracao, onde as células e tecidos defeituosos
serao substituidos por outros normais;

3. espera-se que possa permitir estudar a natureza das doengas e descobrir novos
farmacos.

Através da reprogramacao nuclear as células tém a capacidade de dar origem a um

tipo celular para o qual nao estavam inicialmente programadas (Gurdon et al., 2013).

A reprogramacao de células somaticas pode ser induzida por diferentes métodos,
sendo eles: transferéncia nuclear de células somaticas (SCNT: somatic cell nuclear transfer),

fusao celular e, mais recentemente, a utilizagao de factores de transcrigao especificos (Figura

6) (Gurdon et al.,, 2013).
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nuclear para um 9 9, Activagdo dos genes
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Figura 6: Métodos de reprogramacao de células somaticas.

(A) e (B) Transferéncia nuclear das células somatica (SCNT). (C) Fusio celular. Retirado de Gurdon et al, 2008.
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Antes desta descoberta, a diferenciacao considerava-se ser unidirecional e
irreversivel, partindo de um estado imaturo (progenitor ou célula estaminal) para um estado
diferenciado. Pensava-se ser impossivel recuperar o estado de auto-renovacao ilimitada e
pluripoténcia, que caracteriza as células estaminais. Estas experiéncias vieram mudar o
entendimento da plasticidade celular ao abalar um dogma da Biologia postulado por
Weissmann, em 1893 (Weissman, 1893) (Luis Almeida, 201 1).

A transferéncia nuclear e a reprogramagao directa (ou transdiferenciagao)
contribuiram para a descoberta da pluripoténcia induzida (Figura 5C). Tal como acontece na
transferéncia nuclear, também na obtencao das iPSCs é alcangado o estado de pluripoténcia
e as iPSCs obtidas sao semelhantes as células estaminais embrionarias (ESCs). A tecnologia
das iPSCs foi descoberta partindo da reprogramacgao directa através da expressao forgada de

factores de transcrigao especificos (Takahashi and Yamanaka, 2006).

2.2. CELULAS ESTAMINAIS PLURIPOTENTES INDUZIDAS

Todas as células que existem no organismo, somaticas e germinativas, sao originadas
a partir das células pluripotentes do embridao (Yamanaka et al, 2013). Esta capacidade da
célula estaminal embrionaria dar origem a todas as células do embriao e do adulto designa-se
de pluripoténcia.

A reprogramagao das células somaticas permitiu obter células pluripotentes
semelhantes a células estaminais embrionarias, foi um dos progressos mais importantes no
campo da biologia celular, na dltima década, e promete avangos significativos na terapia
celular e medicina regenerativa.

Em 2006, o grupo japonés liderado por Shynia Yamanaka descobriu uma combinagao
de quatro factores de transcricao (Oct4, Sox2, KIf4 and cMyc) que, quando introduzidos em
fibroblastos de murganhos adultos por retrovirus, induzem a reprogramacgao das células
somaticas para um estado de pluripoténcia, semelhante a células estaminais embrionarias
(Takahashi e Yamanaka, 2006). Estas células foram designadas de células estaminais
pluripotentes induzidas ou iPSCs.

As iPSCs sao similares as ESCs: crescem como coldnias, expressam marcadores de
superficie e nucleares de pluripoténcia (TRA-1-60, TRA-1-80, SSEA-3, SSEA-4, Oct4, Sox2 e

Nanog) e formam teratomas, por injecgao em tecidos de animais imunocomprometidos,
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mostrando o seu potencial de diferenciagao nas trés camadas germinativas embrionarias:
endoderme, mesoderme e ectoderme.

ApoOs esta primeira reprogramagao, outros grupos usaram, COm sucesso, 0s mesmos
factores, ou outras combinagdes, para reprogramar uma grande variedade de células
somaticas de murganho ou humanas.

Em 2007, Takahashi et al. e Yu et al. geraram as primeiras iPSCs humanas a partir de
fibroblastos, usando factores de transcricio diferentes. Os primeiros usaram novamente
Oct4, Sox2, KIf4 e cMyc, enquanto que os segundos usaram Oct4, Sox2, Nanog e LIN28. A
caracterizacao destas iPSCs mostrou, mais uma vez, que se comportam como células

estaminais embrionarias.

2.2.1. ORIGEM DAS iPSCs E PLASTICIDADE

As iPSCs nao se formam apenas a partir de fibroblastos. Diferentes grupos de
investigacdo geraram iPSCs a partir de outras células somaticas, demonstrando a
possibilidade de reprogramar células de diferentes origens.

Apesar das iPSCs poderem ser obtidas a partir de células originarias das trés camadas
germinativas (ectoderme, mesoderme e endoderme), talvez mais importante seja identificar
as células mais acessiveis, eficientes e seguras para reprogramar e tirar partido das suas
futuras aplicagoes clinicas.

Foi demonstrado que a reprogramacao de queratindcitos primarios por transdugao
retroviral, com Oct4, Sox2, KlIf4 E c-Myc, é 100 vezes mais eficiente e 2 vezes mais rapido
do que a reprogramacgao de fibroblastos humanos (Aasen et al, 2008). Os queratinocitos
podem ser obtidos a partir da pele, cabelo ou sangue, sendo estas as fontes mais practicas
de células para a obtengao de iPSCs especificas dos doentes. As células do sangue requerem
cuidados minimos de manutengao para reprogramar e demora cerca de duas semanas para
aparecerem colonias (Loh et al., 2009).

Em 2010, Liu et al reportaram as primeiras iPSCs humanas derivadas da endoderme,
a partir da reprogramagao de hepatoécitos primarios humanos. Até aqui, as iPSCs humanas
tinham sido produzidas a partir da mesoderme (fibroblastos e células do sangue) ou
ectoderme (queratindcitos e células estaminais neuronais). Ao contrario das iPSCs derivadas
de fibroblastos, as colonias das iPSCs derivadas de hepatdcitos aparecem apenas 6 a 9 dias

apos a transdugao retroviral com Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc.
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E importante comparar iPSCs humanas provenientes de diferentes origens e
determinar o impacto que as diversas fontes tém na seguranga e no potencial de
diferenciagao (Liu et al., 2010).

Todas as iPSCs referidas anteriormente foram obtidas usando os quatro factores de
transcricdo descritos por Takahashi et al. (2006). No entanto, é possivel induzir a
pluripoténcia de células somaticas usando apenas alguns deles. Foi demonstrado que as
células estaminais neuronais, que endogenamente expressam Sox2, c-Myc e Klf4, podem ser
reprogramadas, usando apenas um factor, Oct4. Este sistema tem a vantagem de evitar a
transfeccao dos oncogenes c-Myc e Kfl4, que podem contribuir para a formagao de tumores.
No entanto, a eficiéncia da reprogramagao é muito baixa (Kim et al., 2009; Miura et al,,
2009). Os queratinocitos também expressam niveis elevados de Kfl4 e cMyc, mas neste caso,
estes factores nao podem ser eliminados do cocktail de transdugao. Na auséncia de cMyc,
formam-se iPSCs derivadas de queratinocitos, apesar do numero de colonias ser mais baixo
e do seu aparecimento ser atrasado, enquanto que, na auséncia de Kfl4, nao ha formacgao

coldnias (Aasen et ., 2008).

2.2.2. METODOLOGIA

A técnica mais citada e utilizada para reprogramar e induzir pluripoténcia em células
somaticas € aquela inicialmente proposta por Yamanaka e Takahashi (2006).

Depois de analisarem 24 genes capazes de funcionar como factores indutores de
pluripoténcia, Takahashi e Yamanaka determinaram que os factores Oct4, Kfl3, Sox2 e c-Myc
desempenham um papel importante na obtengao de iPSCs a partir dos fibroblastos
embrionarios de murganhos. Esta combinagdo de 4 factores funciona também em

fibroblastos humanos.
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Figura 7: Representacao esquematica da reprogramacao e diferenciagao de iPSCs.
As células somaticas sao obtidas a partir de organismos adultos e os factores de transcrigao sao introduzidos in
vitro. Obtém-se populagdes de células pluripotentes que podem ser diferenciadas em diferentes tipos celulares,
de modo a permitir a investigagdo de doengas especificas e a utilizagdo em medicina regenerativa. Adaptada de

Muller et al, 2009.

Foram utilizadas diferentes técnicas capazes de induzir a expressao dos factores de
pluripoténcia nos varios tipos de células adultas. O método mais usado ¢ a transferéncia de
genes através de retrovirus ou lentivirus, usando quatro factores de transcricao (Figura 7).
Durante a infecgao, estes transgenes sao integrados de forma estavel no genoma, sendo
posteriormente silenciados assim que se formam as iPSCs.

Porém, a indugao de pluripoténcia por retrovirus ou lentivirus apresenta algumas
limitagoes, como a potencial indugao de tumores por mutacao insercional, e o risco de
reactivacao do transgene durante a diferenciagao das iPSCs, que poderia afectar a identidade
da linhagem celular e o comportamento das células derivadas destas (YU et. al., 201 ).

Em complemento as técnicas que utilizam vetores virais, tém vindo a ser identificadas
moléculas que por influenciarem a reprogramacao epigenética das células somaticas,
permitem optimizar o processo de reprogramacgao celular e assim levar a criacao de iPSCs

sem sequéncias transgénicas no seu genoma.
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Tabela |: Vectores virais e nio virais usados na obtengio iPSCs.

Adaptado de Robinton et al,, 2013.

EFICIENCIA .
VECTOR TIPO CELULAR ) VANTAGENS DESVANTAGENS REFERENCIAS

Fibroblastos, células
Integracao gendmica, Takahashi and

estaminais neurais, células

silenciamento Yamanaka, 2006

do estémago, . )
Retrovirus ’ ) =0.001-1 Eficiéncia razoavel
queratinocitos, células proviral incompleto e Takahashi et al.,
amnidticas, células do cinética baixa 2007
sangue, adipocitos
. ) B ; Yu et al,, 2009
Eficiéncia razoavel e Integragao gendmica
Fibroblastos e ) ) 3 Chang et al., 2009
Lentivirus ) =0,-1.1 aplicavel a células em divisao e silenciamento
queratinécitos ) Brambrink et al.,
e células quiescentes proviral incompleto
2008
’ Auséncia de Integracio .
Adenovirus  Fibroblastos e hepatocitos =0.001 ) Eficiéncia baixa Stadtfeld et al., 2008
genomica
3 ; Eficiéncia baixa e
i Apenas integragao genémica - )
Plasmideo Fibroblastos =0.001 integragdo gendémica  Si-Tayed et al,, 2010
ocasional
ocasional do vector
Virus Auséncia de integracao Replicase sensivel a
Fibroblastos =| ) . Ban et al, 2011
Sendai genomica sequéncia de RNA
Auséncia de integragao .
; Eficiéncia baixa, semi-
genomica, entrega directa .
B vida curta e requer Kim et al., 2009
Proteinas Fibroblastos =0.001 dos factores de transcricao
. y grandes quantidades ~ Zhou et al., 2009
e auséncia de complicagoes )
de proteina pura
relacionadas com o DNA
Auséncia de integracdo, ’
’ . Requer mdltiplos
cinética de reprogramacgao
mRNA Fibroblastos =[-4.4 ; N rounds de Warren et al., 2010
rapida, eficiéncia alta e B
) transfeccao
controlavel
Eficiente, cinética de
reprogramagao rapida, Eficiencia mais baixa
=0.1 auséncia de factores de quando comparada Yoo etal, 2011

MicroRNA Adipécitos e fibroblastos
transcrigao exdgenos, sem com outros métodos

risco de integragao
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2.3. APLICAGOES DAS iPSCs

Devido a capacidade de renovagao ilimitada sem perderem as suas caracteristicas e
por serem diferenciaveis, em teoria, em qualquer tipo celular, as iPSCs sao consideradas uma

fonte ideal para diferentes aplicagoes terapéuticas (Figura 8):

|. criacdo de modelos de doenca para estudar os respectivos mecanismos;
‘€ . bR 4 . 7 . 4 .

2. “screening” de farmacos em tipos celulares especificos, como os cardiomiocitos,
hepatdcitos, neurdnios, entre outros;

3. producao de células e tecidos para transplante em diversas patologias.

Células somaticas Aplicagbes

Fibroblastos Reprogramaciio Diferenciagiio Modelos de doencas
Euer:t-”?fmos —% ——%  iPSCs . @ Descoberta de novos farmacos
epatdcitos . o .
Sangue especificas do doente \lﬁ Medicina regenerativa
Doente

Figura 8: Diagrama esquematico mostrando a formagao das iPSCs e as suas aplicagdes.
Células somaticas humanas, como os fibroblastos, queratindcitos, hepatécitos e células do sangue, podem ser
reprogramadas para um estado de pluripoténcia, obtendo-se iPSCs. Estas células podem ser diferenciadas em
diferentes linhagens celulares e podem ser usadas como modelo de doenga, estudo de novos farmacos e

medicina regenerativa. Adaptado de Vitale et al,, 201 |.

2.3.1. MODELOS DE DOENCA

Os métodos convencionais que permitem estudar as doengas apresentam algumas
limitagoes. Em primeiro lugar, as amostras de células e tecidos humanos sao dificeis de obter
e, por vezes, requerem intervengoes invasivas, como no caso do cérebro e do coragao, ou
sO estao disponiveis depois do doente falecer e em condigoes deficientes. Em segundo lugar,
as células isoladas tém de ser mantidas em meios de cultura apropriados. Em terceiro lugar,
os modelos animais s6 poderao ser Uteis se a fisiologia da espécie animal for semelhante a

humana. Por udltimo, os modelos celulares heterdlogos, ainda que convenientes, acessiveis e
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muito utilizados, falham nas caracteristicas bioldgicas, fisicas e fisioldgicas das células
humanas (Young et al., 2012).

Uma das aplicagoes mais importantes das iPSCs é a criagao de modelos de doengas,
principalmente nas doengas que sao dificeis de reproduzir em modelos animais, permitindo
ultrapassar os obstaculos referidos anteriormente.

A possibilidade de modular doengas in vitro recorrendo a tecnologia das iPSCs é
bastante atractiva e baseia-se na capacidade destas células se auto-renovarem
indefinidamente e de originarem todas as células do nosso organismo (Young et al., 2012).

E necessério que as doencas estudadas recorrendo a tecnologia das iPSCs possam ser
reproduzidas in vitro, o que nao é possivel para todas as doengas. ldealmente, a doenca
devera manifestar-se com alteragcoes a nivel celular e com fenétipo reproduzivel numa
cultura celular. As doencas que estao associadas a produgao insuficiente de proteinas
conhecidas sao possiveis de modular in vitro, especialmente se os niveis dessas proteinas
poderem ser detectados por imunofluorescéncia. Exemplos dessas doencas sao: atrofia
espinhal muscular, disautonomia familiar e distrofia muscular (Grskovic et al., 201 1).

O artigo publicado por Park et al, em 2008, mostrou, pela primeira vez, a
possibilidade de obter iPSCs a partir de fibroblastos de individuos com doencgas genéticas
complexas, incluindo a doenca de Parkinson e Huntington, diabetes mellitus e sindrome de
Down.

A investigagao das ultimas décadas permitiu identificar mecanismos moleculares de
doenca que tém vindo a contribuir para o desenvolvimento de novas terapias. Este processo
de descoberta exige a utilizagdo de modelos celulares que reproduzam os fendmenos
moleculares associados as patologias. Destacam-se as linhas celulares derivadas de tumores,
assim como células imortalizadas por introdugao de oncogenes, modelos com limitagoes
dado que nao permitem reproduzir de forma rigorosa os fendmenos que ocorrem em
patologias como a doenga de Alzheimer e outras. Espera-se que as iPSCs fornegam novos
modelos de doenga que permitam testar novas terapias, dado que podem ser retiradas
células de doentes, reprogramadas em células estaminais induzidas e novamente
diferenciadas, por exemplo em neurdnios que vao permitir estudar patologias como a
doenga de Alzheimer, de Parkinson, Machado-Joseph entre muitas outras.

Espera-se que as iPSCs possam ajudar no estudo e tratamento das doengas
neurodegenerativas (Gao et al., 213). Estas doengas estao relacionadas com a idade e com a
perda progressiva da fungao e estrutura dos neurdnios e células da glia. As alteragoes

genéticas sao uma das principais causas destas doencas. As iPSCs especificas de doentes com
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doengas neurodegenerativas contém as variagoes genéticas que contribuem para o
aparecimento da doenca e poderao ajudar a determinar o seu fenotipo (Inoue et al.,, 2010).
O potencial de diferenciagao das iPSCs inclui a possibilidade de se diferenciarem em tipos
celulares do sistema nervoso inacessiveis, que permitem compreender as doengas
neurolodgicas e testar novos farmacos.

Uma das fases criticas da modelagao de doengas neurodegenerativas através das
hiPSCs ¢ a elaboragao de protocolos fidveis que possam permitir a diferenciagao das células
estaminais em tipos celulares do sistema nervoso afectados pela doenga em estudo. A maior
parte dos protocolos inicia-se com a diferenciagao de células estaminais pluripotentes em
células neurais progenitoras. Estas células sao depois moduladas, usando factores de
crescimento (Han et al., 201 1).

As iPSCs podem também ajudar na prevencao e gestaio de doengas de forma
personalizada para o doente, permitindo revelar mecanismos sobre o desenvolvimento da

doenga e assim definir os farmacos mais apropriados.
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Tabela 2: Sumario dos modelos de doenga publicados recorrendo a tecnologia das iPSCs.

Adaptado de Wu et al,, 201 | e Robinton et al., 2013.

CAUSA CONTROL
TIPO DE DOENCA DOENCA , TIPO CELULAR
GENETICA LINE
Monogénica
Neuronios
Parkinson (mutagao HiPSC
dopaminérgicos
LRRK?2)
Esclerose lateral Neuronios
Poligénica Hesc
amiotrofica motores
Atrofia muscular Neuronios
Monogénica HiPSC
espinhal motores
NEUROLOGICAS Células da crista hiPSC,
Disautonomia familiar Monogénica
neural Hesc
Sindrome RETT Monogénica Neurénios hiPSC
hiPSC,
Huntington Monogénica ND
hESC
Ataxia de Friedreich  Monogénica ND hESC
Células do
Anemia de Fanconi  Monogénica hiPSC, hESC
sangue
Sindrome X fragil Monogénica ND hiPSC, hESC
HEMATOLOGICAS Células
[-talassemia Monogénica hiPSC
hematopoieticas
Progenitores
Mielofibrose primaria Monogénica hematopioeticos hiPSC
(CD34+CD35+)
Céls.
produtoras de
Diabetes tipo | Poligénica hESC
) glucagon e
METABOLICAS -
insulina
Doenca de Gaucher
Monogénica ND hiPSC

tipo |11
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Deficiéncia de alfa |

HEPATICA Monogénica Hepatocitos hiPSC
antitripsina
Sindrome de Prader-
Monogénica Neurénios hiPSC, hESC
Willi
Sindrome de
Angelman e Prader-  Monogénica Neuronios hiPSC, hESC
Willi
OUTRAS
Sindrome de Down  Monogénica Neurénios hiPSC, hESC
Cel.
progenitoras da
Retinite pigmentosa Poligénica hiPSC
retina e dos
fotoreceptores
Sindrome QT | longo Monogénica Cardiomiocitos hiPSC
Sindrome QT 2 longo Monogénica Cardiomibdcitos hiPSC
Sindrome de Leopard Monogénica Cardiomiécitos  hiPSC, hESC
CARDIOVASCULARES ;1 4rome de Timothy Monogénica Cardiomiocitos hiPSC
Células
Sindrome de musculares lisas,
Monogénica hiPSC, hESC
Hutchinson Gilford CE
mesenquimais
Distrofia muscular de
Monogénica ND hiPSC, hESC

Duchenne
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2.3.2. SCREENING DE FARMACOS

Actualmente, o modelo de desenvolvimento de novos farmacos € um processo
ineficiente e apresenta algumas limitagoes, uma vez que a resposta aos farmacos avaliada em
modelos animais nem sempre permite prever a sua eficacia no Homem. A maior parte dos
candidatos a novos farmacos nao consegue chegar ao mercado por questoes relacionadas
com a seguranca e eficacia. A tecnologia das iPSCs podera replicar os tipos celulares
especificos das doengas e permitir a realizagao de testes e ensaios, de modo a escolher o
farmaco com a maior eficicia e menor toxicidade. Por outro lado, o uso das hiPSC pode
ajudar na redugao do numero de animais sacrificados durante a fase de avaliagio e
desenvolvimento de novos farmacos (Young et al., 2012).

Muitos dos estudos com hiPSCs para a avaliagio de novos farmacos tém sido
realizados no campo das doengas neurolégicas, como por exemplo: sindrome Rett,
disautonomia familiar, atrofia muscular espinhal, Alzheimer e Parkinson.

Cooper e os seus colegas obtiveram hiPSCs a partir de doentes com a doenga de
ParKinson, com mutag¢oes nos genes PINK| e LRRK2. Estas hiPSCs foram diferenciadas em
células neurais e procederam a anadlise da fungao mitocondrial. A disfungao mitocondrial em
hiPSCs derivadas de células neurais de doentes com Parkinson pode ser corrigida com
coenzima QI0, rapamicina e inibidor da cinase LRRK2. O que sugere que o resgate
farmacologico das fungoes mitocondriais nestas células pode resultar num possivel
tratamento desta doenga (Coopere t al., 2012).

A doencga de Alzheimer, uma doenga neurodegenerativa caracterizada pela formacgao
do peptideo B amiloide (Ap), tem sido estudada usando iPSCs especificas de doentes. Estas
hiPSCs foram diferenciadas em neurdnios que expressam marcadores e também os
percursores do peptideo 3 amiloide. As células diferenciadas sao capazes de sintetizar Af. A
produgao de A pode ser inibida, nao so pelos inibidores de B-secretase e y-secretase, como
também pelo sulfeto de sulindac, um anti-inflamatério nao esteroide. Este sistema sera viavel
para testar possiveis farmacos usados no tratamento da doenca de Alzheimer (Yagi et al,

201 1) (figura 9).
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Figura 9: Modelagdo de doengas neuroldgicas usando a tecnologia das iPSCs.
A reprogramacao de células somaticas de doentes permite gerar iPSCs isogénicas, isto ¢, com o mesmo
genoma do paciente. As células progenitoras neurais sdo derivadas das iPSCs e diferenciadas em células da glia
e neuronios. Os neurdnios podem ser diferenciados em subtipos diferentes, de acordo com a célula alvo de
cada doenga. Uma vez identificado o fendtipo, podem ser utilizadas plataformas para a triagem de farmacos
capazes de reverter ou atenuar o fenétipo. Esta abordagem permite descobrir novas terapias e novos farmacos

para tratar as doengas neurolégicas. Adaptado de Marchetto et al., 2010.

O uso da tecnologia das iPSCs como plataforma para a descoberta de novos
farmacos requer a combinagao de diversas fases (figura 10):

(1) Recrutamento de um grupo de doentes;

(2) Obtengao de iPSCs e armazenagem em biobancos;

(3) Diferenciagao das iPSCs derivadas dos doentes nas células que sao afectadas pela

doenca em estudo;
(4) Descoberta do fenotipo da doenga;
(5) Preparagao de todas as condigoes do ensaio de acordo com o fendtipo da

doenca.
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Figura 10: Modelo integrado para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos baseado na tecnologia
das iPSCs.

Neste modelo, o processo de descoberta de novos farmacos tem inicio nas células do doente que sdo usadas
para obter iPSCs. O primeiro passo consiste no isolamento de células do doente, que, em seguida, sao
expandidas e depois reprogramadas em iPSCs e, finalmente, diferenciadas nas células de interesse que
desempenham um papel importante na doenga em estudo. O processo é seguido pela caracterizagao, expansao
e armazenagem das iPSCs em biobancos. O que torna esta tecnologia valida na descoberta de novos farmacos é
a capacidade de reproduzir a doenga e criar um modelo de doenga que permite a avaliagio dos farmacos.

Adaptado de Grskovic et al., 201 1.

2.3.2.1. RECRUTAMENTO DE DOENTES

O recrutamento de doentes para biopsia da pele ou recolha de amostras de sangue
requer a coordenagao entre doentes e instituicoes de saude onde sao acompanhados e
tratados. E necessario obter o consentimento do doente para o uso das iPSCs na descoberta

e comercializagao de novos farmacos (Grskovic et al.,, 201 1).

2.3.2.2. DERIVACAO E EXPANSAO DE iPSCs

Os fibroblastos tém sido as células de eleicao para a reprogramagao pelas
caracteristicas que apresentam: acessibilidade, facil armazenamento e manuseamento e
elevado rendimento na obtencao de iPSCs. Através da pungao da pele anestesiada
localmente, sem sutura, é possivel obter fibroblastos para reprogramagao. A escolha da
fonte de células para obtengao das iPSCs pode depender também da diferenciagao nos tipos

celulares que reflectem o fenotipo da doencga.
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O crescimento e expansao das iPSCs é tecnicamente exigente e requer especialistas
quando comparado com outras células.

Tém sido optimizadas as condi¢oes da reprogramagao de modo a obter iPSCs
uniformes e com comportamentos estaveis. A identificagao de marcadores celulares que
possam prever o potencial de diferenciacao das iPSCs contribuira para uma selecgao mais

rapida das linhagens celulares que apresentam maior qualidade (Grskovic et al., 201 1).

2.3.2.3. DIFERENCIAGAO DIRECCIONADA

Teoricamente, as hiPSCs podem originar todas as células do organismo adulto, no
entanto, na pratica, os protocolos de diferenciagao in vitro tém sido desenvolvidos apenas
para determinados tipos celulares: neurdnios, células progenitoras hematopoiéticas,
hepatdcitos, cardiomiocitos e queratinocitos.

Na maioria dos casos, o processo de diferenciagao ¢ ineficiente e origina populagoes
celulares heterogéneas (contendo células com diferentes estadios de maturagao) e/ou
populacoes de células diferentes. O estabelecimento de protocolos eficientes para a
diferenciagao dirigida tém sido dificultados pelo conhecimento deficiente do
desenvolvimento embrionario humano e os longos periodos de tempo associados ao
desenvolvimento de células estaminais pluripotentes (PSCs) humanas. Os métodos
existentes para a diferenciagao das iPSCs de ratinhos nem sempre se aplicam as células
humanas.

Um dos obstaculos para a aplicagao das iPSCs no desenvolvimento de novos
farmacos é a dificuldade em conseguir que a diferenciagao nas células especificas da doenga
em estudo seja feita em larga-escala.

O desenvolvimento de bancos de iPSCs podera reduzir o tempo de preparagao das
células e permitira obter preparagoes celulares disponiveis para diversos estudos (Grskovic

etal, 2011).
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2.3.3. TERAPIA CELULAR

A criacao de iPSCs especificas de doentes tem sido motivada pela possibilidade de
obter células e tecidos imuno-compativeis para transplante autélogo (Robinton et al., 2013).

Um dos propésitos mais promissores das iPSCs é a sua possivel aplicagio em
medicina regenerativa. Um dos objectivos desta tecnologia passa por substituir as zonas
lesadas de um determinado orgao-alvo, para que possa retomar o seu funcionamento normal
e permanente, sem desencadear resposta imunitiria e sem possibilidade de se
desenvolverem doengas secundarias (por exemplo, tumores) a partir das células inoculadas.

O transplante de orgaos tem limitagoes associadas a falta de 6rgaos para transplante
e a necessidade de imunossupressao durante toda a vida dos doentes. Espera-se que as
iPSCs possam vir a ser utilizadas para transplante e terapia celular ultrapassando o problema
da rejeicido mediante utilizagdo de células do proprio doente. Em doencgas genéticas, apos
correcgao do defeito genético por reparagao génica, sera possivel produzir células saudaveis
para transplante (figura |1), uma estratégia que ja foi utilizada com sucesso num modelo
animal de anemia de Fanconi (Raya et al., 2009).

As iPSCs apresentam, deste modo, vantagens clinicas quando comparadas com as
ESCs, na medida em que o genoma das iPSCs coincide com o genoma do doente a partir do
qual sao derivadas e o risco de rejeicao durante o processo de transplante de tecidos é
reduzido. Os investigadores tém procurado desenvolver técnicas que usam genes alvo de
modo a reparar as mutagoes genéticas causadoras das doengas. As iPSCs obtidas sao

isogénicas para o doente e nao tém a mutagao causadora da doenga (Cherry et al., 2013).
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Figura 11: Aplicagoes das iPSCs.
A tecnologia das iPSCs podera ser usada para modular e tratar as doengas. Neste exemplo, o doente tem uma
doenga neurodegenerativa. As iPSCs especificas do doente podem ser usadas seguindo dois mecanismos
diferentes. No caso da mutagao causadora da doenga ser conhecida, genes alvo podem ser usados para reparar
a sequéncia de DNA mutada (mecanismo da direita). As iPSCs reparadas serio diferenciadas nos neurénios que
serao transplantados no doente, permitindo o tratamento da doencga. Por outro lado, a criagio do modelo de
doenga in vitro permitira descobrir e desenvolver novos firmacos (mecanismo da esquerda). Retirado de

Robinton et al., 201 3.
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3. PORTUGAL E AS iPSCs

A investigagao das iPCSs em Portugal é uma area cientifica em expansao que tem
despertado o interesse de muitos especialistas.

As aplicagoes das iPSCs na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, na
modelagao das doencas e em terapia regenerativa revelam-se promissoras e poderao
contribuir para um retorno econémico crescente, o que tem levado o pais a investir no
estudo destas células.

A comunidade cientifica espera que, num futuro proximo, as iPSCs possam vir a ser
Uteis para fins terapéuticos, nomeadamente no tratamento de doengas para as quais ainda
nao existe cura, e/ou nas doengas degenerativas e na reparagao de tecidos danificados que
nao tém a capacidade de se auto-reparar (medicina regenerativa).

Em Portugal, existem diversos laboratorios nacionais que trabalham com iPSCs.

O Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra (CNC)
tem grupos de investigagao que: estudam as alteragoes mitocondriais das iPSCs, usam as
iPSCs para terapia de doencas cardiovasculares e optimizagao das condigoes de cultura e
diferenciagao por interac¢ao de matrizes diversas (grupo coordenado pelo Professor Lino
Ferreira), geram iPSCs a partir de fibroblastos da pele para investigagao e terapia da doenca
de Machado-Joseph (grupo coordenado pelo Professor Luis Pereira de Almeida).

O Centro de Biomedicina Molecular e Estrutural da Universidade do Algarve (CBME)
também tem desenvolvido diversas investigagoes na area das iPSCs. Um dos grupos de
investigacao, coordenado pelo Professor José Braganga, tem estudado os mecanismos
moleculares envolvidos na pluripoténcia das células estaminais e nos processos de
diferenciagao que ocorrem nos ratinhos e nos humanos, com o objetivo de identificar novas

terapéuticas.

A BIOCANT, em Cantanhede, recebeu o primeiro “Encontro Internacional de
Células Estaminais para Medicina Regenerativa e ldentificagao de Farmacos”, a |9 de Julho de
2013. Este encontro foi organizado pela BIOCANT e o Centro de Neurociéncias e Biologia

Celular, da Universidade de Coimbra.

35



Células Estaminais Pluripotentes Induzidas no Estudo de Mecanismos de Doenca e Avaliagao de Novas Terapias

4. PERSPECTIVAS FUTURAS

A comunidade cientifica tem-se mostrado interessada na reprogramacao de células
somaticas em iPSCs que foi reportada pela primeira vez, em 2006, pelo grupo de
investigacao liderado por Yamanaka (Yamanaka et al., 2006).

As iPSCs podem diferenciar-se em diferentes tipos celulares, sem limitagoes éticas e
incompatibilidades imunologicas, o que as torna numa tecnologia bastante promissora e
cobicada.

Apesar dos progressos que tém sido feitos, ainda existem desafios que tém de ser
ultrapassados, de modo a explorar todas as potencialidades das iPSCs.

Nao existe unanimidade quanto ao melhor protocolo para obter iPSCs mais seguras.
A utilizacao de protocolos mais uniformes e controlos mais rigorosos aumentara a solidez
experimental e permitira a obtencao de linhas celulares padronizadas que poderiao ser
usadas com confianga nas investigagoes (Robinton et al., 2013).

Uma vez que as iPSCs estio sujeitas a adaptacao aos meios de cultura, que podera
afectar o caridtipo destas células (Harrison et al., 2007), torna-se necessario definir
protocolos que reduzam o tempo de cultura. As linhas celulares obtidas devem ser
controladas, de modo a detectar aberragoes cromossomicas que podem ocorrer durante o
seu cultivo. A compreensao das alteragoes cromossémicas que ocorrem durante a
reprogramacao, cultura e diferenciagao das iPSCs sera essencial para garantir que as células-
filhas sejam funcionais, puras e apropriadas para terapia e investigagao (Mayshar et al., 2010).

Os investigadores procuram compreender a reprogramagao e desenvolver novos
protocolos, que possam permitir o estudo da fisiopatologia das doengas e a investigagao de
novos farmacos (Robinton et al., 2013). Espera-se também que as iPSCs possam ser
utilizadas em medicina regenerativa e terapia celular para tratar doentes afectados por
doengas neurodegenarativas, entre outras.

Pretende-se criar plataformas com iPSCs humanas para estudar a patologia das
doengas, avaliar potenciais agentes terapéuticos e fornecer fontes sustentaveis para medicina
regenerativa. Apesar do transplante de células estaminais ser possivel em laboratério, nao se
consegue garantir que tal se possa concretizar in vivo. Ainda existem algumas perguntas por
responder: como € que a injecao de iPCSs nos modelos de doenga pode promover a
reparacao dos tecidos? Como é que estas células se diferenciam em linhas celulares

especificas, no cérebro, depois do transplante? (Gao et al., 201 3).
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Dada a falta de padronizagao no processo de reprogramacgao, a tecnologia das iPSCs
ainda tem de percorrer um longo percurso até que se possa tirar partido de todos os seus
possiveis beneficios.

Se estas dificuldades forem ultrapassadas, conseguir-se-a no futuro alcangar beneficios
inimaginaveis no tratamento das doencas, pesquisa de novos farmacos, ensaios clinicos,

terapia regenerativa, entre outros.
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5. CONCLUSAO

A reprogramacao de diferentes células para um estado de pluripoténcia provou
tratar-se de uma ferramenta promissora.

As primeiras investigagoes na reprogramagao celular, liderados pelo investigador
japonés Yamanaka, surpreenderam a comunidade cientifica por quebrarem o dogma de que
células especializadas do corpo humano teriam uma identidade vitalicia (Takahashi et al.,
2007). A expressao forcada de um grupo de factores de transcricio tem a capacidade de
redirecionar a identidade de células especializadas e representa uma forma extraordinaria de
demonstrar a flexibilidade celular. Este regresso induzido ao estadio embrionario
pluripotente foi batizado de iPSCs (do inglés, Induced Pluripotent Stem Cells).

As iPSCs superam as preocupagoes éticas ligadas a origem embrionaria das células
estaminais embrionarias humanas e apresentam um grande potencial em Medicina. Ainda
assim, torna-se necessario melhorar os processos de reprogramacao e de diferenciagao
destas células.

Espera-se que as iPSCs possam ser utilizadas para a formagao de tecidos que podem
servir para transplante em pacientes com tecidos ou 6rgaos danificados. O seu uso em
condigoes autologas limita a necessidade de imunossupressao, ultrapassando o problema da
rejeicao mediante utilizagao de células do proprio doente.

Duas outras valéncias das iPSCs, potencialmente importantes para a medicina, sao a
sua utilizagao em processos de descoberta de novos farmacos e na modulagao de doengas.
Os investigadores poderao usar estas células como “tubo de ensaio” para testar a seguranga
e eficacia de novos farmacos. Populagoes homogéneas de células diferenciadas, a partir de
iPSCs, poderao ser usadas para testar os efeitos farmacologicos, especificos para cada tipo
de tecido, sob o efeito de um extenso numero de compostos quimicos. Estas populagoes
celulares poderao também ser criadas a partir de células isoladas de pacientes que padegam
de uma determinada doenga e serem usadas na descoberta de novos farmacos uteis no

tratamento da doenga, bem como na compreensao dos seus mecanismos patologicos.
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