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Terapia génica
Baseado no livro de Strachan

Os principios das terapias baseadas em genética molecular e de tratamentos com pro-
tefnas recombinantes ou vacinas produzidas por engenharia genética ganharam grande
impulso ap6s a identificagdo e caracterizagdo de genes relacionados a doencas. Fer-
ramentas de genética molecular podem ser utilizadas para determinar a sua funcdo e
explorar os processos biolégicos envolvidos nos estados normais e patologicos. Dessa
forma, novas abordagens terapéuticas vém surgindo e podem ser classificadas em dois
grandes grupos: proteinas recombinantes e vacinas produzidas por engenharia genética,
e terapia génica.

Uma das principais motivacdes da terapia génica foi a necessidade de desenvolver
novos tratamentos para doencas para as quais ainda ndo ha tratamento efetivo.

A terapia génica é o processo pelo qual se trata ou se alivia uma doenga pela modifica-
¢do genética das células de um paciente. A técnica visa a transferir genes normais para
as células do paciente. Teoricamente, 0s genes normais serdo transcritos e traduzidos em
produtos génicos funcionais, que, por sua vez, normalizam o fenétipo.

As principais classes de doencas que podem se beneficiar da terapia génica sdo: as doen-
cas infecciosas, diversos tipos de cancer, doencas hereditarias e doencas do sistema imune.

A terapia génica inclui muitas estratégias diferentes, e o material transferido para as
células do paciente pode ser genes, segmentos génicos ou oligonucleotideos. O material
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genético novo pode ser transferido diretamente para as células, ou as células podem ser
removidas do paciente, modificadas por insercao do material genético in vitro antes de
serem transplantadas de volta para o paciente.

Como a base molecular das doengas pode variar muito, as diferentes estratégias de
terapia génica sdo particularmente adequadas a tipos especificos de doencas.

As abordagens da terapia génica incluem a terapia génica classica, onde sdo introdu-
zidos genes em células-alvo apropriadas com o objetivo de obter a sua expressao 6tima.
Para obter sucesso, os genes exdgenos expressados destinam-se aos seguintes propositos:
gerar um produto que esta deficiente no paciente, matar células doentes diretamente, por
exemplo, pela produgdo de uma toxina letal, ativar células do sistema imune de modo
que auxilie na eliminagdo de células doentes. Na terapia génica nao classica, o objetivo
consiste em inibir a expressdo de genes associados com a patogenia ou corrigir um defeito
genético para restaurar a expressao génica normal.

A terapia génica corrente é somatica, envolvendo a introducdo de genes em células
somaticas de um individuo. A perspectiva de terapia génica envolvendo linhagens germi-
nativas humanas ainda suscita preocupagoes éticas.

Para muitos testes de terapia génica, utilizam-se retrovirus geneticamente modificados
como vetores. Os vetores sdo criados por meio da remogdo de trés genes do virus para
inserir o gene humano clonado. Depois de empacotado na capa de protefna viral, o vetor
recombinante é usado para infectar células. No interior da célula, o virus ndo consegue
se autorreplicar por falta dos genes virais previamente removidos. Por outro lado, o virus
recombinante contendo o inserto de gene humano consegue se integrar a um sitio cromos-
sdmico e se incorpora ao genoma do receptor. Se o gene inserido consegue se expressar,
faz um produto génico normal, que seria capaz de corrigir a mutacdo do individuo porta-
dor da doenca genética. Esta metodologia foi utilizada primariamente em varias doencas
hereditarias, inclusive a imunodeficiéncia combinada severa (SCID), a hipercolesterolemia
familiar e a fibrose cistica. Essas terapias foram revistas e foi desenvolvida uma nova gera-
cdo de vetores virais. Entretanto, ainda existem varios empecilhos para a terapia génica.

Estratégias gerais da terapia génica

TERAPIA DE AUMENTO GENICO

Para doencas causadas pela perda de fungdo de um gene, a introducgao de copias adicio-
nais do gene normal pode aumentar a quantidade do produto génico normal até o nivel em
que é restaurado o fenétipo normal. Esta metodologia s6 se aplica as patologias em que o
quadro clinico é reversivel, e é particularmente aplicada em doengas autossémicas reces-
sivas, nas quais mesmo niveis de expressio modestos de um gene podem fazer diferenca.

MORTE DIRECIONADA DE CELULAS ESPECIFICAS
Aplicada principalmente em terapias para cancer. Os genes sdo dirigidos a células-alvo
e, depois de expressos, causam a morte dessas células.

CORRECAO DE MUTACAO DIRIGIDA

Esta metodologia ainda ndo é aplicavel, mas, em principio, poderia ser utilizada em
casos em que a mutacdo produza um efeito dominante negativo. Nesses casos, a muta-
cdo deve ser corrigida através de direcionamento génico ou em nivel do transcrito do
RNA, silenciando a cépia com a alteragao.
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Em casos em que as células doentes apresentam um novo produto génico, ou expressao
inapropriada de um gene para o periodo de vida. Varios sistemas podem ser utilizados
para bloquear especificamente a expressdo de um Gnico gene em nivel de DNA ou RNA,
ou da proteina.

A tecnologia da terapia génica classica

Genes podem ser inseridos em células de pacientes por rotas diretas ou indiretas e os genes
inseridos podem ser integrados aos cromossomos ou permanecer extracromossomicos.

A maioria dos protocolos de terapia génica utiliza vetores virais de mamiferos, em virtu-
de da alta eficiéncia de transferéncia génica desses vetores.

Os tipos de vetores utilizados incluem os vetores retrovirais, Adenovirais, Adeno-virais
associados, virus do herpes simples e Lentivirus. A preocupacao em relacdo a seguranca
de virus recombinantes levou a um interesse crescente em sistemas de vetores nio-virais
para terapia génica. Entre estes, encontramos os lipossomos, a injecdo direta, o bombar-
deamento de particulas e a endocitose mediada por receptor.

Principais métodos de transferéncia génica:
propriedades e aplicagoes
Caracteristicas  Retrovirus Adenovirus Adeno-associado  Lentivirus Lipossomo
Tamanhode 7 7, »30 kb 40kb 7-75kb iimitado
inserto maximo
Integracao . = NP . < . frequéncia
. sim ndo, epissdmico sim e nao sim : .
cromossomica muito baixa
Duracao da
expressao in curta curta longa longa curta
vivo
Estabilidade boa boa boa nao testada I (Se)
Rota de
distribuicao ex-vivo ex-vivo einvivo ex-vivoeinvivo  ex-vivo ein vivo ex-Vivo e in vivo
génica
Facilidade de : ) facilmente dificil de purificar; facilmente
= escala piloto até e < .
preparacdo em . preparadoem  dificil de preparar ndo conhecida preparado em
20-50 litros
larga escala grandeescala  em larga escala larga escala.
.R esposta poucos problemas extensiva nao conhecida poucos problemas nenhuma
imunologica
Imunidade R ZE]
P . B . . (excecao possivel: -
pré-existente  improvavel sim sim . ndo
do hospedeiro pacientes com
AIDS)
~ possibilidade resposta resposta possibilidade
Preocupacoes d = . - . L -
e mutagénese inflamatoria, inflamatoria, de mutagénese nenhuma
com seguranca | . - - ) .
insercional toxicidade toxicidade insercional

Tabela 10.1 Principais métodos de transferéncia génica: propriedades e aplicacdes / Fonte: adaptado de Strachan & Read, 2002.



Tema1 OGenética e terapias

A primeira tentativa de terapia génica para uma doenca hereditaria foi iniciada em
1990, em um paciente de 4 anos de idade, portador da doenga genética rara ADA - defi-
ciéncia da enzima adenosina-desaminase.

Nos Gltimos 10 anos, mais de 4.000 pessoas receberam terapia génica para uma varie-
dade de distlrbios genéticos. Essas tentativas falharam com muita freqiéncia, o que
provocou perda de confianga na terapia génica.

Ainda, aumentou muito a preocupagao quanto a eficacia da terapia génica quando um
adolescente morreu durante o tratamento por causa de uma intensa resposta inflamatéria
ao vetor adenoviral modificado que ele recebeu. Por outro lado, também foram relatados
alguns casos de grande sucesso.

A maioria dos problemas associados a terapia génica se relaciona com os vetores usados
para transferir os genes terapéuticos para as células, que apresentam diversas desvantagens:

A integracdo dos genomas retrovirais no genoma das células hospedeiras s6 ocorre
quando estas estdo replicando seu DNA. S6 um pequeno nimero de células e teci-
dos do corpo esta se dividindo, o que limita a maioria dos 6rgdos-alvo de terapias.
A maioria dos vetores virais é capaz de provocar uma resposta imune no paciente
A insercao do genoma viral em cromossomos hospedeiros é feita de forma aleatéria
e pode ativar ou mutar um gene essencial. Alguns casos de inducdo de cancer
foram descritos.

Os retrovirus ndo conseguem portar sequéncias muito maiores que 8 kb e muitos
genes humanos sao maiores.

Se o vetor inserido se recombina com um outro genoma viral ja presente na célula hos-
pedeira, existe uma possibilidade de se produzir um virus completamente infeccioso.

Espera-se que o uso de novos sistemas de introdugdo de genes contorne esses problemas
e permita a regulacao dos sitios de inser¢do e dos niveis de produtos génicos produzidos
a partir de genes terapéuticos.

A terapia génica vem sendo também testada em combinacdo com as terapias de subs-
tituicdo de tecidos utilizando as células-tronco. Recentemente, um grupo de pesquisado-
res japoneses (Kazuki et al., 2010) realizou uma experiéncia que ilustra essa tecnologia.
Foram retiradas células da pele (fibroblastos), que foram reprogramadas, as células IPS,
para serem como as embrionarias. O paciente, um menino com DMD, tinha uma dele-
¢ao (perda de um pedaco) grande no gene da distrofina. A partir das células da pele foi
possivel reprograma-las de modo que fossem obtidas diversas linhagens celulares que
possuiam o gene defeituoso. O préoximo passo foi introduzir, nessas células, um gene
normal contido em um chamado cromossomo artificial, um vetor capaz de carregar o
gene inteiro da distrofina (que é gigantesco, o maior gene humano). O préximo passo
foi verificar se as células conseguiam formar diferentes tecidos e se esses expressavam a
proteina distrofina de tamanho normal. E o experimento mostrou-se um sucesso: células
musculares derivadas tinham a distrofina saudavel. Embora todo o experimento tenha
sido feito no laboratério e ainda ndo “in vivo”, trata-se de mais uma estratégia que visa
ao tratamento das distrofias e de outras doencas genéticas. Ainda ndo podemos saber
quanto tempo teremos de esperar para poder usar essa estratégia na clinica. Mas é mais
um tijolinho em direg&o a cura.
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Clonagem terapéutica e reprodutiva

Adaptado do texto de Mayana Zatz, apostila USP vai a escola.

A clonagem é um mecanismo comum de propagacdo da espécie em plantas ou bacté-
rias. Em humanos, os clones naturais sao os gémeos idénticos que se originam da divisao
de um mesmo évulo fertilizado. A grande revolucao da Dolly abriu caminho para a possi-
bilidade de clonagem humana ao demonstrar, pela primeira vez, que era possivel clonar
um mamifero - isto é, produzir uma copia geneticamente idéntica a partir de uma célula

somatica diferenciada. Para entendermos porque essa experiéncia foi surpreendente pre-
cisamos recordar um pouco de embriologia.
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Fig. 10.1 Clonagem / Fonte: CEPA, adaptado de apostila disponivel no site do Centro de Estudos do
Genoma Humano - IB/USP.
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Todos n6s ja fomos uma célula Gnica, resultante da fusdo de um 6évulo e um esperma-
tozoide. Esta primeira célula ja tem no ntcleo o DNA com toda a informagdo genética
necessaria para o novo ser. No nicleo das nossas células, o DNA se organiza em pares
de cromossomos e se apresenta muito condensado. Com excecdo das células sexuais — o
6vulo e o espermatozoide, que tém 23 cromossomos —, em todas as outras células do
corpo humano héa 46 cromossomos (23 pares) em seus nlcleos. As células do corpo, ndo
sexuais, sao as chamadas células somaticas.

A grande contribuicdo da clonagem da Dolly foi justamente a descoberta de que uma
célula somatica de mamifero, j& diferenciada, poderia ser reprogramada ao estagio inicial
e voltar a ser totipotente. Os cientistas escoceses realizaram esse feito ao transferir o
nacleo de uma célula somética da glandula mamaria de uma ovelha para um 6vulo anu-
cleado — quer dizer, de onde tinham retirado o ntcleo. Surpreendentemente, o 6vulo
comecou a se comportar como um 6vulo recém-fecundado por um espermatozoide.

Clonagem reprodutiva

Como descrito no item anterior, para a obtencdo de um clone, o évulo para o qual os
cientistas transferem o nicleo da célula somatica € inserido no Gtero de uma mae de alu-
guel. Se desejassemos fazer clonagem humana reprodutiva, teriamos de retirar o niicleo de
uma célula somética que, teoricamente, poderia ser de qualquer tecido de uma crianga ou
de um adulto, inserir o nticleo em um 6vulo, e depois implanta-lo no Gtero de uma mulher,
que funcionaria como barriga de aluguel. Se o 6vulo se desenvolvesse, terlamos um novo
ser com as mesmas caracteristicas fisicas da crianga ou do adulto de quem foi retirada a
célula somatica. Seria como um gémeo idéntico nascido posteriormente (Figura A).

Ja sabemos que esse processo ndo é facil. Dolly s6 nasceu depois de 276 tentativas
fracassadas. Além disso, dos nlcleos das 277 células da “mae de Dolly” inseridos em
um 6vulo sem niicleo, 90% ndo alcangaram nem o estagio de blastocisto. As tentativas
posteriores de clonar outros mamiferos, camundongos, porcos, bezerros, um cavalo e
um veado, também mostraram eficiéncia muito baixa e uma proporcdo muito grande de
abortos e embrides malformados. Penta, a primeira bezerra brasileira clonada a partir de
uma célula somética adulta, em 2002, morreu com pouco mais de um més. Ainda em
2002, foi anunciada a clonagem do “copycat”, o primeiro gato de estimacdo clonado a
partir de uma célula somética adulta. Para chegar a isso, foram utilizados 188 6vulos, que
geraram 87 embrides e apenas um animal vivo. Na realidade, experiéncias recentes, com
diferentes modelos animais, tém mostrado que é extremamente dificil a reprogramacao da
célula somética para um estagio embrionario, indiferenciado, que originou Dolly.

lan Wilmut, o cientista escocés famoso pela experiéncia que resultou no nascimento de
Dolly, afirma que praticamente todos os animais clonados nos Gltimos anos, a partir de
células ndo-embrionarias, estdo com problemas (Rhind, 2003). Entre os diferentes defeitos
dos pouquissimos animais que nasceram vivos apds inimeras tentativas, observaram-se:
placentas anormais, gigantismo em ovelhas, defeitos cardiacos em porcos, problemas pul-
monares em vacas, ovelhas e porcos, problemas imunolégicos, falha na produgéo de leu-
cocitos, defeitos musculares em carneiros. De acordo com Hochedlinger e Jaenisch (2003),
0s avancos recentes em clonagem reprodutiva permitem quatro conclusées importantes:

a maioria dos clones morre no inicio da gestacao;
os animais clonados tém defeitos e anormalidades semelhantes, independentemente
da célula doadora ou da espécie;
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essas anormalidades, provavelmente, ocorrem por falhas na reprogramagdo do
genoma das células somaticas;
a eficiéncia da clonagem depende do estagio de diferenciagao da célula doadora.

De fato, a clonagem reprodutiva a partir de células embrionarias tem mostrado uma eficién-
cia de 10 a 20 vezes maior, provavelmente porque os genes importantes no inicio da embrio-
génese estdo ainda ativos no genoma da célula doadora. (Hochedlinger e Jaenisch, 2003).

Entre todos os mamiferos ja clonados, é interessante notar que a eficiéncia é um pouco
maior em bezerros. Outro fato intrigante é ndo haver noticias de macaco que tenha sido
clonado. Talvez por essa razao, a cientista inglesa Ann McLaren afirma que as falhas na
reprogramagao do ntcleo soméatico podem vir a se constituir em barreira intransponivel
para a clonagem humana. Mesmo assim, pessoas como o médico italiano Antinori e a sei-
ta dos raelianos defendem a clonagem humana, um procedimento que tem sido proibido
em todos os paises. De fato, em 2003, as academias de ciéncias de 63 pafses, inclusive a
brasileira, formalizaram documento conjunto em que pedem o banimento da clonagem
reprodutiva humana. O fato é que a simples possibilidade de clonar humanos suscita
discussoes éticas em todos os segmentos da sociedade: Por que clonar? Quem deveria ser
clonado? Quem iria decidir? Quem sera o pai ou a mae do clone? O que fazer com os
clones que nascerem defeituosos?

Na realidade, o maior problema ético atual é o enorme risco biolégico associado a
clonagem reprodutiva. Apesar de todos esses argumentos contra a clonagem humana
reprodutiva, as experiéncias com animais clonados tém nos ensinado muito acerca do
funcionamento celular. Por outro lado, a tecnologia de transferéncia de nicleo para fins
terapéuticos, a chamada clonagem terapéutica, podera ser extremamente Gtil para a
obtencao de células-tronco embrionarias.

A técnica de clonagem terapéutica para obtencao de
células tronco embrionarias

Se tivermos um 6vulo humano, cujo nucleo tenha sido substituido por um ntcleo de
célula somatica, e deixarmos que se divida no laboratério — ndo em um Gtero -, tere-
mos a possibilidade tedrica de obter blastocistos e usar suas células-tronco embrionarias
pluripotentes para formar diferentes células (Figura 10.2). Isso ja foi feito em animais. O
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Fig. 10.2 Clonagem Terapéutica / Fonte: CEPA, adaptado de apostila disponivel no site do Centro de Estudos do Genoma Huma-
- 1B/USP.



Tema1 0 Genética e terapias

sucesso desse processo abriria perspectivas fantasticas para futuros tratamentos. Hoje, s6
se consegue cultivar em laboratério células com as mesmas caracteristicas do tecido de
onde foram retiradas ou transforma-las em poucos tipos celulares.

E importante esclarecer que, na clonagem para fins terapéuticos, os tecidos seriam pro-
duzidos apenas em laboratério. Ndo se trata de clonar um feto até alguns meses dentro do
Gtero para depois lhe retirar os 6rgaos para transplante, como alguns acreditam.

Aspectos éticos

As 63 academias de ciéncias do mundo, que se posicionaram contra a clonagem repro-
dutiva, defendem as pesquisas com células embrionérias para fins terapéuticos. Em rela-
¢do aos que acham que a clonagem terapéutica pode abrir caminho para a clonagem
reprodutiva, devemos lembrar que existe uma diferenca fundamental entre os dois proce-
dimentos: a implantacdo ou ndo em um Gtero humano. Bastaria simplesmente proibir a
implantagdo no Gtero para conter os abusos!

A cultura de tecidos é uma pratica comum em laboratério. E realizada a partir de diver-
sos tipos de células sem dilemas éticos. No caso da clonagem terapéutica, a diferenca
seria o inicio da cultura a partir de 6vulos, que permitiriam a producao de qualquer tecido
no laboratério, ou seja: ao invés de produzir apenas um tipo de tecido, ja especializado, o
uso de 6vulos permitiria fabricar qualquer tipo de tecido. Em relagao ao risco de comércio
de 6vulos, esse risco seria o equivalente ao que ocorre hoje com transplante de 6rgaos.

Em relacdo ao problema da destruicdo de “embriées humanos”, novamente devemos
lembrar que estamos falando de cultivar tecidos - ou, futuramente, 6rgaos -, a partir de
embrides e que estes nunca serdo inseridos em um Gtero. Sabemos que 90% dos embrides
gerados em clinicas de fertilizacdo e inseridos no Gtero de uma mulher ndo geram vida.
Além disso, um trabalho recente (Mitalipova et al., 2003) mostrou que células obtidas
de embrides de ma qualidade, que ndo teriam potencial para gerar uma vida, mantém a
capacidade de gerar linhagens de células-tronco embrionarias em laboratério e, portanto,
de gerar tecidos. Ao usar células-tronco embrionarias com potencial baixissimo de gerar
individuos para regenerar tecidos em uma pessoa condenada por uma doenca letal, pode-
rfamos interpretar que na realidade estamos criando vida. Isso € comparavel ao que se faz
hoje em transplante quando se retiram 6rgdos de uma pessoa com morte cerebral (mas
que poderia permanecer em vida artificialmente mantida por mais tempo).

E extremamente importante que as pessoas entendam a diferenca entre clonagem repro-
dutiva humana, clonagem terapéutica e terapia celular com células-tronco embrionarias
antes de tomar posi¢do. Por outro lado, também ndo podemos acreditar que as células-
tronco vao curar todas as doencas humanas. As pesquisas que estdo sendo iniciadas
agora serdo fundamentais para responder a questdes sobre o potencial das células-tronco
adultas em comparagdo com as embrionarias, que doengas poderdo ser tratadas e quais
sdo os beneficios e riscos da terapia celular.

Situacao brasileira

Com a aprovagao da Lei de Biosseguranca pela Camara dos Deputados, no dia 2 de
margo de 2005, o Brasil entra na seleta lista de pafses do mundo em que os cientistas
podem realizar pesquisas com células-tronco embrionérias, e trabalhar para encontrar
tratamentos para doengas genéticas, até hoje incuraveis, e para lesées fisicas ainda irre-
versiveis. Em alguns casos, as células-tronco embrionarias sao a Gnica esperanca.
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Os cientistas apostam muito nessas células embrionarias, pois elas sdo as tnicas capa-
zes de produzir todos os 216 tecidos do nosso corpo. A esperanca é a de que inimeras
doencas, entre elas as neuromusculares, o diabetes, o mal de Parkinson e as lesdes de
medula possam ser tratadas pela substituicdo ou correcdo de células ou tecidos defei-
tuosos. A terapia celular com células-tronco representa também um grande avanco nas
técnicas hoje existentes de transplante de 6rgaos. Se as pesquisas derem os resultados
esperados, devera ser possivel, no futuro, fabricar tecidos e 6rgaos em quantidade sufi-
ciente para todos. Seria o fim das longas filas de transplante de 6rgaos. Do mesmo modo
que trocamos pecas do nosso carro, poderemos substituir ou corrigir a funcao de 6rgaos
com defeitos. Mas, para chegar 14, ainda temos de pesquisar e estudar muito.

As pesquisas com células-tronco do adulto, por sua vez, ja foram iniciadas em pacientes
cardiacos e em outras doengas como esclerose mdltipla, acidente vascular ou diabetes;
a maior pesquisa do mundo com pacientes cardfacos esta sendo realizada no Brasil com
1.200 pessoas. Mas essas células tém algumas limitagées. Hoje, elas s6 podem ser trans-
formadas em células de alguns dos tecidos do corpo. Em especial, os pesquisadores sabem
como transformar as células-tronco do adulto em células dos 6rgaos ou tecidos de onde
foram retiradas: por exemplo, em células da medula éssea, que produz os componentes
basicos do sangue. A terapia com células-tronco do adulto tem dado bons resultados no
tratamento de leucemia. Nele, células-tronco do adulto da medula 6ssea e, mais recen-
temente, do corddo umbilical e da placenta sdo transplantadas nos pacientes a partir de
doadores compativeis.

Outra técnica utilizada, ainda experimentalmente, é a de autotransplante, na qual as
células-tronco sdo retiradas e reinjetadas no paciente para o tratamento de lesées cardi-
acas e na recuperacao do tecido nervoso de pessoas que sofreram acidentes vasculares.
Mas ninguém sabe ainda se o tratamento é eficiente - por enquanto, é uma tentativa
terapéutica experimental. A ma noticia é a de que o autotransplante ndo pode resolver o
problema dos mais de 5 milhdes de brasileiros portadores de doengas genéticas, pois o
defeito esta presente em todas as suas células. Para essas pessoas talvez seja necessario o
uso de células-tronco obtidas de embrides.

Perspectivas terapéuticas das células-tronco
O conceito basico de células-tronco

Modificado do texto de Nance Beyer Nardi

Nosso organismo pode ser visto como um conjunto de 6rgaos - coragdo, pulmaes, figa-
do etc. - que, interagindo entre si e com o meio ambiente, garante o bom funcionamento
do todo. Cada um desses 6rgaos, por outro lado, é formado a partir da interagdo de vérios
tipos de células, que constituem assim a unidade funcional do organismo.

Sao reconhecidos mais de 200 tipos de células no corpo humano colaborando entre si
para formar os tecidos. As células ttm uma vida dindmica no organismo, surgindo pela
divisao de uma célula precursora, desenvolvendo-se e morrendo. Uma célula pode assim,
em dado momento, seguir um entre trés diferentes “destinos”, que dependem da resposta
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que ela da a estimulos que chegam do microambiente onde vive. Em primeiro lugar, a
célula pode proliferar, isto é, dividir-se pelo processo de mitose, originando outras duas
células. Ela pode também mudar de tamanho e forma, passando a realizar alguma fungao
mais especializada, processo denominado diferenciacao.

Finalmente, a célula pode morrer, num processo que é planejado pelo organismo e é
chamado “morte celular programada”. A morte celular é um processo muito importante
para a manutencado adequada do organismo e, praticamente, todas as células em espécies
de vida mais longa, como o homem, sao programadas para uma substituicdo periédica.
Para a grande maioria das células, a morte acontece por um mecanismo fisiol6gico deno-
minado apoptose, por um prazo que pode variar entre alguns dias e alguns meses apos
sua formacdo. Este processo é muito acentuado para alguns tipos de células como as
sanguineas (que sao repostas aos milhées a cada hora) ou, como se torna mais visivel para
no6s no verao, para as células que formam a pele. Outras células, como as que compdem o
sistema nervoso, sdo consideradas permanentes, embora, mais recentemente, tenha sido
observada a existéncia de renovagdo celular mesmo para elas.

Vemos assim que, mesmo depois de concluido o periodo de crescimento, quando o
namero de células necessariamente aumenta, o organismo deve continuar a produzir
novas células. Para a maioria das células do organismo, a renovagao ocorre a partir de
células-tronco (CTs) que existem nos diferentes tecidos.

Chegamos assim ao conceito basico de célula-tronco, apesar de esse conceito - ao menos
para as CTs presentes no organismo adulto - ainda ndo estar completamente definido. Geral-
mente, € aceito que elas sdo as Gnicas a apresentarem simultaneamente duas propriedades.

Em primeiro lugar, elas sao capazes de proliferar originando, por mitose, duas célu-
las filhas exatamente iguais entre si e iguais a célula original. Para todas as outras

Fonte de Célula-tronco Adultas:
Multipotentes

sangue
medula 6ssea

cordao umbilical

tecido adiposo

polpa de dente

Fig. 10.3 Fontes de células-tronco adultas. / Fonte:
CEPA, Adaptado de apostila disponivel no site do
Centro de Estudos do Genoma Humano - IB/USP.
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células do organismo, a proliferacdo é acompanhada de diferenciacdo, de modo
que a mitose origina duas células ja um pouco mais maduras que a original.

» Em segundo lugar, as CTs sdo capazes de, quando submetidas aos estimulos ade-
quados, originar um ou mais tipos de células maduras.

Todos esses conceitos sdo muito recentes. As células-tronco, em si, foram inicialmente

descritas em camundongos na década de 1970. Estudos em roedores progrediram, revelando

a

grande diversidade e plasticidade dessas células pluripotentes até que, em 1998, elas foram

isoladas pela primeira vez no homem, pelos pesquisadores James Thomson (Universidade
de Wisconsin) e John Gearhart (Universidade Johns Hopkins), nos EUA, e, a partir desses
estudos, os conhecimentos a respeito do assunto tém crescido em velocidade extraordinaria.

Para continuar a descrever as caracteristicas das células-tronco e suas aplicacdes, é

importante que se faca uma distingcdo. Até agora foram apresentadas as células presentes
no organismo adulto, responsaveis pela manutencao dos tecidos. Existe, entretanto, uma
outra categoria de CTs, que sdo aquelas presentes no embrido. As duas categorias de
células-tronco - embrionarias e do adulto - exibem diferengas em caracteristicas biologi-
cas, na metodologia de obtencdo e manutengdo, no potencial de aplicagdo terapéutica, e
nas implicacdes éticas e legais de sua manipulagdo.

Célula estromal
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Fig. 10.4 Diferenciacdo celular / Fonte: CEPA, adaptado da apostila Células-tronco, disponivel no site do Centro de Estudos do

Genoma Humano -

IB/USP.
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Células-tronco: progressos cientificos
Baseado no texto de Zatz M, e Passos-Buento MR,

encontrado no site do Centro de Estudos do Genoma Humano.

Os cientistas apostam muito nas células-tronco. Espera-se que inimeras doencas, entre
elas as neuromusculares, o diabetes, o mal de Parkinson e as lesées de medula possam ser
tratadas pela substituicdo ou corregao de células ou tecidos defeituosos. A terapia celular
com células-tronco representa também um grande avanco nas técnicas hoje existentes de
transplante de 6rgdos. Se as pesquisas derem os resultados esperados, devera ser possivel,
no futuro, fabricar tecidos e 6rgaos em quantidade suficiente para @

todos. Seria o fim das longas filas de transplante de 6rgaos. Do mes-

L Assista ao video sobre célu-
mo modo que trocamos pecgas do nosso carro poderemos substituir . las tronco.

ou corrigir a funcdo de 6rgdos com defeitos.

Ha& varios entraves de ordem técnica, que precisam ser vencidos para que as células-
-tronco possam passar a ser empregadas rotineiramente em terapia celular.

Um dos principais objetivos das pesquisas com células-tronco embrionarias humanas é
identificar como as células indiferenciadas se tornam diferenciadas. Os cientistas sabem
que ligar ou desligar determinados genes é um processo crucial. Algumas das mais sérias
condigées médicas, como cancer e defeitos congénitos, sdo causadas por anormalidades
na divisdo celular anormal e na diferenciagdo. Uma melhor compreensido do controle
genético e molecular desses processos pode dar informagdes sobre como tais doengas
ocorrem e sugerir novas estratégias para terapia. Os cientistas ainda ndo compreendem
completamente os sinais que ligam ou desligam genes na diferenciagao das células-tronco.

Uma aplicagao potencial das células-tronco é a geracao de 6rgaos e tecidos para substi-
tuir tecidos lesados e que atualmente s6 é possivel a partir de doagao de 6rgaos de pessoas
com morte cerebral. Para realizar as promessas de uso, os cientistas devem ser capazes de
reproduzir, manipular e diferenciar as células em niimero suficiente para os transplantes.
A seguinte lista de passos precisa ser obtida:

proliferar extensivamente e gerar quantidades suficientes de tecido,

diferenciar as células no tipo celular desejado,

garantir a sobrevivéncia das células no corpo do transplantado ap6s o transplante,
garantir a integragdo das células transplantadas no tecido do receptor,

garantir o correto funcionamento das células durante o periodo de vida do
transplantado,

evitar qualquer tipo de dano no transplantado, inclusive a rejeicao.

Antes que um novo procedimento de terapia comece a ser utilizado no tratamento de

doentes, sdo necessarios os seguintes requisitos:

uma ideia que possa ser testada com base em experimentos cientificos — no caso
da terapia celular, a ideia é usar células-tronco para reparar ou substituir tecidos ou
6rgaos danificados.

pesquisas e testes em laboratério — geralmente, os experimentos preliminares sdo fei-
tos em placas de cultura com células humanas e de outros animais. Essa etapa inclui
o desenvolvimento de diferentes linhagens de células-tronco em laboratério, a verifi-
cacdo da eficacia que cada tipo celular apresenta no reparo de diversos tecidos, etc.
estabelecimento de um modelo experimental que simule o modo de utilizagao em
seres humanos - modelos de terapia mais refinados sao testados em modelos animais.
Os resultados devem ser reprodutiveis e a seguranga de sua aplicagao deve ser provada.


http://genoma.ib.usp.br/
http://www.youtube.com/watch?v=mBckLqANkCY
http://www.youtube.com/watch?v=mBckLqANkCY
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As células-tronco podem ser classificadas de acordo com a sua capacidade de originar
outros tipos celulares (Figura 10.5):

Células-tronco totipotentes: Tém o potencial de formar todos os tecidos bem
como um novo individuo se inseridas em Gtero

Células-tronco pluripotentes: Estdao na parte interna do blastocisto. Tém o poten-
cial de formar todos os tecidos do corpo humano, mas ndo mais um novo individuo,
se inseridas em Gtero.

Células-tronco multipotentes: Tém o potencial de formar varios tecidos; por
exemplo, as células-tronco mesenquimais.

Células-tronco oligopotentes: Tém o potencial de formar poucos tecidos; por
exemplo, as células-tronco hematopoéticas.

Células-tronco unipotentes: Tém o potencial de formar um Gnico tecido.

Comparacao entre células-tronco embrionarias
e de adulto

A. CARACTERISTICAS COMUNS A CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS E DE ADULTO

Possuem capacidade de autorrenovacdo e de dar origem a células especializadas.
Os cientistas usam técnicas similares para marcar e monitorar a expressdo de certos
genes a fim de identifica-las.

Sdo capazes de proliferar e de se especializar quando transplantadas para animais
cujo sistema imunolégico foi suprimido.

B. DIFERENQAS ENTRE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS E DE ADULTO

A principal diferenca esta na origem: os cientistas acreditam que as embrionarias
existam apenas nos embrides e que as adultas estdo presentes em diversos tipos de
tecidos do corpo humano.

As embrionarias sdo pluripotentes, ou seja, podem dar origem a tecidos provenien-
tes dos trés folhetos germinativos (ectoderma, mesoderma e endoderme). Ainda nao
se sabe se as adultas possuem a mesma capacidade.

Celula tronco Totipotente

: . Essas células possuem ilimitada capacidade

& habilidade de formar membranas extragm-
brionarias, tecido e o embriao,

Célula tronco Pluripotente
E Estas células sdo capazes de dar origem a
maior parte, mas nao todos, tecidos do

organismo.

Célula tronco Multipotente
(ol - Estas células estao compro-
metidas na origem de células

que jd possuem fungoes
especificas. Um exemplo é a
ceélula tronco hematopoatica,

Célula tronco Qutras células tronco
SANGUINea comprometidas

S N /N

Plaguetas Leucdcitos Fibroblastos  Meurdnios
Eritracitos Ostedcitos Qutras

Fig. 10.5 Tipos de células-tronco / Fonte: CEPA, adaptado de apostila disponivel
no site do Centro de Estudos do Genoma Humano - IB/USP.
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Em laboratério, as embrionarias podem se multiplicar por muitas geragées sem que
haja diferenciacdo; ja as adultas sofrem diferenciagao.

As embriondrias, quando injetadas em cobaia cujo sistema imunolégico foi suprimi-
do, geram teratomas (mistura de diferentes tipos celulares). O mesmo resultado nao
é observado com as adultas.

C. ALGUMAS PERGUNTAS QUE AINDA PRECISAM SER RESPONDIDAS A RESPEITO DE CELULAS-TRONCO
Existe uma célula-tronco universal? Ou seja, existe uma célula-tronco que possa
gerar células de quaisquer 6rgdos ou tecidos?

Quais sdo as origens das células-tronco no adulto? Elas sao “sobras” de células-
tronco embriondrias ou elas surgem de alguma outra forma? E se a Gltima alternativa
for a verdadeira - como parece ser - exatamente como elas surgem e como elas
permanecem em um estado indiferenciado enquanto todas as células ao seu redor
se encontram diferenciadas?

Quantos tipos de células-tronco adultas existem e em quais tecidos?

As células-tronco adultas podem proliferar em meio de cultura até que seja obtida a
quantidade necessaria para transplante?

Quais as evidéncias de que células especializadas geradas a partir de transplantes de
células-tronco possam substituir células de tecidos lesados ou danificados?

Quais sao os fatores responsaveis pela migracao das células-tronco até os tecidos danificados?

Células-tronco: progressos cientificos e o futuro das pesquisas

Quais sao os controles intrinsecos que fazem uma célula-tronco se diferenciar em
determinado tipo celular em vez de outro?

Quais os mecanismos que permitem as células-tronco embrionérias proliferar in
vitro sem que haja diferenciacao?

Qual o estagio de diferenciacdo da célula-tronco e o melhor para o transplante? O
mesmo estagio é o melhor para qualquer tipo de transplante ou varia de caso para caso?
Qual o melhor estagio de diferenciacdo de uma célula-tronco para testar drogas e toxinas?

D. PERGUNTAS-CHAVE SOBRE CELULAS-TRONCO DO ADULTO E CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS
Ha& vérias questdes importantes sobre as células-tronco que permanecem sem resposta.
Algumas delas estdo listadas abaixo:
Quantos tipos de células-tronco do adulto existem e em quais tecidos elas existem?
Quais sado as fontes de células-tronco do adulto no corpo? Serdo elas células-tronco
“remanescentes” das células-tronco embrionarias, ou elas sdo originadas de outro
modo. Por que elas permanecem num estado indiferenciado quando as células ao
seu redor foram diferenciadas?
As células-tronco do adulto exibem plasticidade normalmente, ou elas se transdife-
renciam apenas quando manipuladas pelos cientistas? Quais sdo os sinais que regu-
lam a proliferacao e a diferenciacao das células-tronco que exibem plasticidade?
E possivel manipular células-tronco do adulto para aumentar sua proliferacao de
modo que produza células suficientes para um transplante?
Existe um tipo de célula-tronco de adulto que tenha a capacidade de gerar as células
de todos os tecidos e 6rgaos?
Quais os fatores que estimulam as células-tronco a migrar para locais lesionados
ou danificados?
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Emprego de células-tronco
Atualmente, as pesquisas sobre o emprego de células-tronco
em terapias ou tratamento de doengas humanas encontram-se Assista ao video sobre os

A L . . estagios de desenvlvimento
em trés estagios de desenvolvimento. q g )
o emprego de células tronco em

) terapias ou tratamento de doencas
|. TERAPIA COM CELULAS-TRONCO DO ADULTO humanas.

Principais etapas para o desenvolvimento de terapias de transplante de células-tronco humanas

Célula-tronco humana

Estabelecimento de uma cultura pura de uma célula especifica
(exemplo: células do pancreas que produzem insulina)

Teste fisiologico
(exemplo: testar in vitro a insulina produzida)

Demonstracao de Demonstracdo de Testes de metodologia para prevencao de rejeicao:
eficiéncia em roedores e seguranca em macacos drogas imunossupressoras; induzir as células-
em macacos Rhesus Rhesus: ndo forma tronco a expressarem os genes MHC do receptor,
Evolucdo da integracdo tumores e nao transmite estabelecimento de uma quimera hematopolética
com o tecido hospedeiro agentes infecciosos imunologicamente tolerante.

Teste em humanos

Fig. 10.6 Desenvolvimento de terapias com células-tronco / Fonte: CEPA, adaptado de Strachan

a) ja estabelecidas em humanos para doengas que afetam o sangue

Atualmente, o transplante de medula é a terapia celular mais bem conhecida, e vem
sendo empregada com sucesso em casos de terapia de doengas graves que afetam o san-
gue, como anemia aplasica grave (doenca em que ndo ha formacao das células sangui-
neas), algumas doencas hereditérias (talassemias) e varios tipos de leucemias (leucemia
mieloide aguda, leucemia mieloide cronica, leucemia linfoide aguda). O diagnéstico da
doenca exige, entre outros exames, a avaliagdo histologica, citogenética e molecular de
células da medula 6ssea do paciente, que sdo aspiradas geralmente do osso ilfaco ou do
esterno (ou da tibia, em criangas). Antes do transplante, os pacientes devem ser tratados
com altas doses de quimioterapicos e radiacdo para eliminar as células da medula 6ssea
doente. Esse procedimento é delicado, pois faz com que o namero de células sanguineas
seja drasticamente reduzido. O tecido sadio de um doador é entdo introduzido através
de uma veia do receptor e as células migram para a medula 6ssea. Se o transplante tiver
sucesso, em um més a funcdo da medula sera restabelecida. Mesmo assim, o paciente
deve receber acompanhamento médico durante um periodo minimo de um ano apés o
transplante, para deteccao e tratamento de possiveis complicagoes.

No caso de transplantes de células-tronco autogénicas ndo ha barreiras imunolégicas, uma
vez que as proprias células do individuo sao reintroduzidas. Para viabilizar esse procedimento,
é necessario que o individuo, apesar de doente, tenha um nimero suficiente de células-tronco
sadias. Essa forma de transplante é utilizada, principalmente, em alguns casos de cancer.

Sdo duas as principais preocupag¢des nos transplantes autogénicos: a obtencdo de um
namero suficiente de células sadias e a eliminagdo completa das células cancerosas


http://www.youtube.com/watch?v=BRrj437sUyI
http://www.youtube.com/watch?v=BRrj437sUyI
http://www.youtube.com/watch?v=BRrj437sUyI
http://www.youtube.com/watch?v=BRrj437sUyI

Tema1 OGenética e terapias

presentes no organismo do doente. Vérias técnicas estdo sendo desenvolvidas para essa
finalidade, inclusive o uso de drogas especificamente testadas para agir sobre células
cancerosas sem efeito sobre as células sadias. Os transplantes autogénicos geralmente
sdo bem sucedidos, sendo o principal risco a recorréncia.

No transplante alogénico (o doador de células é outra pessoa), o principal risco para o
paciente é a ocorréncia de rejeicdo ao tecido transplantado. Quando células sdo retiradas
de um doador e transplantadas em um receptor ndo gémeo, varios desses antigenos HLA
sao diferentes. O sistema imunolégico do receptor considera essas células como estranhas
e tenta mata-las, e as células do doador também tentam eliminar as células do receptor. E
ai que se da o processo de rejeicao. Antes que o transplante ocorra, os tecidos do receptor
e do doador em potencial devem ser analisados para verificar a compatibilidade, ou seja,
o grau de semelhanca, dos antigenos HLA. Como nao é facil, porém, encontrar um doador
compativel, muitas vezes sdo realizados transplantes em que é parcial a compatibilidade
HLA entre o doador e o receptor. O grau de disparidade entre os antigenos da superficie
celular do doador e do receptor vai determinar a intensidade das reagées de rejeicdo, que
podem ser minimizadas com medicamentos. O uso de células-tronco do sangue de cordao
umbilical em transplantes é mais vantajoso do que o de medula 6ssea, por varios motivos:
elas se implantam mais eficientemente, sdo mais tolerantes a incompatibilidade entre recep-
tor e doador, tém disponibilidade imediata e ha possibilidade de realizagado do transplante
sem que o doador seja submetido a qualquer tipo de procedimento cirtrgico.

A facilidade de coleta e da analise prévia de antigenos HLA estimulou a criacdo de Bancos
de Sangue de Corddo Umbilical no Brasil, também coordenados pelo Redome. Esses bancos
seguem normas rigidas para coleta, processamento e armazenamento dos tecidos de cordao
umbilical, definidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), e a coleta s6 é
realizada se a pessoa estiver ciente da gratuidade da doacdo e autorizar o possivel descarte
do material ap6s o prazo seguro para sua utilizagao.

b) em fase de experimentacdo em TERAPIA COM CELULAS-TRONCO
humanos o DO ADULTO
Outra fonte de pesquisas interessante :

. " DT JA ESTABELECIDA EM HUMANOS PARA

é o tratamento de infartos do miocardio. DOENGAS QUE AFETAM CELULAS DO SANGUE
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Fig. 10.7 Terapia com células-tronco do adulto - ja esta- doente
belecida em humanos para doencas que afetam células do -
sangue / Fonte: adaptado de apostila disponivel no site do

Centro de Estudos do Genoma Humano - IB/USP cortesia: Prof°. Dr*. Eliana Dessen
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Experimentos indicam que as células-tronco hematopoéticas introduzidas sao capazes de
migrar para areas doentes e de originar novas células de masculo cardiaco e de vasos sanguineos.

O Instituto do Coracao (Incor) de Sdo Paulo é um dos hospitais entre poucos outros no
pafs, nos quais estdo sendo realizadas aplicagées de células-tronco em pacientes com
insuficiéncia cardfaca, causada por doenca de Chagas, hipertensdo ou de origem des-
conhecida. Duas técnicas diferentes tém sido utilizadas: a aplicacdo de células-tronco
isoladas da medula 6ssea e a utilizacdo de um horménio que estimula a liberagdo das
células-tronco da medula 6ssea do préprio paciente para a circulacao sanguinea — dali as
células migram para as areas lesadas.

As células-tronco também tém sido utilizadas em pesquisas para tratamento de doengas
autoimunes, tais como a artrite reumatoéide e o lGpus eritematoso sistémico. Uma equipe
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, da USP (HCFMRP-
USP), empregou células-tronco de medula 6ssea, retiradas do préprio paciente e subme-
tidas a quimioterapia, para transplante.

A quimioterapia destroi as células defeituosas do sistema imune. Os resultados foram
animadores e estao sendo agora comparados com os resultados obtidos com a terapia
convencional, que ndo envolve células-tronco. Apesar do entusiasmo dos cientistas e da
sociedade com os resultados positivos da terapia celular, é importante lembrar que ainda
sdo necessarias muitas pesquisas (compostas de diversas etapas até o estabelecimento de
um novo procedimento médico), financiamentos e discussdes no campo politico, ético e
legal. Este é o cenario ideal para o desenvolvimento dessa nova forma de terapia.

A equipe do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, da Fiocruz Bahia, realizou em 2003 o
primeiro transplante de células de medula 6ssea em pacientes com insuficiéncia cardiaca
causada pela doenca de Chagas, procedimento até entdo inédito no mundo.
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ll. Terapia com células-tronco embrionarias em fase
de experimentacao em animais

CEeLuLAs IPS- INDUCED PLURIPOTENT STEM-CELLS

Em 2007, dois grupos independentes de pesquisadores liderados por Shinya Yamanaka,
da Universidade de Kioto no Japao, e James Thomson, nos Estados Unidos, mostraram
que seria possivel reprogramar células adultas - fibroblastos retirados da pele - e fazé-las
voltar ao estagio de células-tronco embrionérias através da ativagdo de alguns genes.
Essas células reprogramadas foram chamadas de IPS- do inglés induced pluripotent stem-
-cells. A técnica que foi iniciada em camundongos foi, posteriormente, replicada com
células humanas e hoje ela ja é rotina em varios laboratérios ao redor do mundo. A
grande vantagem dessa estratégia é a de que ela nao requer 6vulos humanos, que além
de dificeis de serem obtidos, estdo associados a problemas éticos, tais como o comércio
de 6vulos. Essa tecnologia que substitui a clonagem terapéutica tem uma aplicagdo extra-
ordinaria em doencas genéticas. Nao sabemos ainda se as células IPS poderao ser usadas
em terapia celular, mas para pesquisas elas ttm um potencial fantastico. A partir da célula
de um paciente com uma doenga genética, é possivel derivar vérias linhagens celulares,
permitindo estudos que seriam praticamente impossiveis no ser humano. Por exemplo,
por que um defeito em um determinado gene afeta um tecido e ndo outro? Como o gene
defeituoso se expressa nos diferentes tecidos? Por que pessoas com a mesma mutagdo
podem ter quadros clinicos tao diferentes? Além disso, as linhagens celulares derivada
de células IPS permitem testar diferentes estratégias para corrigir uma mutagdo genética
através de terapia génica ou agentes farmacologicos.

A descoberta das células IPS foi defendida por muitos como uma alternativa ao uso
das CTE. Tomara que isso seja verdade. Entretanto, em 2010, os cientistas ainda estao
convencidos de que temos muito
ainda a aprender com essas células. EEEA: VTV EoT0] eI ARI N gz 10] [0
Por outro lado, também n3o podemos
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REPROGRAMANDO CELULAS PARA A PLURIPOTENCIA: CELULAS PLURIPOTENTES INDUZIDAS (IPS)
Eliana Dessen - Apostila da disciplina Biologia Molecular para Licenciatura - BIO 0441
A primeira derivagdo de células-tronco embrionarias humanas ocorreu logo apés a

publicacdo da primeira clonagem de mamiferos. Embora animais clonados vivos sejam

relativamente raros, blastocistos obtidos por transferéncia de nicleo somatico podem ser
usados para gerar células-tronco embrionérias em camundongos (Figura 1). Excitamen-
to e controvérsia acompanharam a possibilidade de replicar esse resultado com células
humanas: excitamento por causa das perspectivas de uso de células-tronco em terapia
personalizada e também pela possibilidade de gerar células-tronco, obtidas de pessoas
com doencas genéticas, o que permitiria estudar os mecanismos dessas doencas in vitro;
controvérsia por causa da possivel conexdao com a clonagem reprodutiva humana, os
problemas éticos sobre a doagdo de 6vulos, e a deliberada criagao e destruicao de embri-
6es humanos. Entretanto, embora células-tronco embrionarias de primatas tenham sido
obtidas pela técnica da transferéncia somatica de niacleo, nenhum sucesso com células
humanas foi relatado até o momento. Mesmo em camundongo, o nimero de ovécitos

necessarios para gerar células-tronco pela técnica de transferéncia de ntcleo somético é

muito grande. Em humanos, a dificuldade de obtencido de ovécitos em grande namero

tem sido um impedimento para qualquer progresso real nessa area.

Todo esse quadro mudou em 2006, quando Takahashi e Yamanaka publicaram o primei-
ro artigo, mostrando que era possivel transformar fibroblastos da cauda de camundongos
em células que apresentavam muitas das propriedades das células-tronco embrionarias
desse organismo, por meio da insercdo e expressao, mediada por retrovirus, de quatro
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genes que codificam fatores de transcricdo: Oct4, Sox2, cMyc e Klf4 (Figura 10.7). Essas
células reprogramadas foram denominadas iPS, células pluripotentes induzidas.

A primeira geragdo de células iPS era semelhante, e ndo idéntica as células-tronco
embriondrias. Entretanto, em pesquisas posteriores, foram obtidas células iPS com padrao
de expressao génica e padrdo epigenético mais semelhantes as células-tronco embrionarias.

ESTAGIOS INTERMEDIARIOS DE REPROGRAMACAO

A reprogramacdo induzida de fibroblastos pela adicao de fatores de transcricao é um
processo gradual, que leva cerca de 2 semanas. Durante esse periodo, ocorre proliferagao
celular em cultura, os genes marcadores de fibroblastos sao silenciados, enquanto os genes
enddgenos de pluripoténcia sdo progressivamente ativados, ao mesmo tempo em que ocor-
re o silenciamento dos transgenes inseridos pelo retrovirus. Entretanto, nem todas as células
transformadas atingem o estagio final de reprogramacao e permanecem num estagio inter-
medidrio entre a pluripoténcia e a célula diferenciada, ou seja, de reprogramacao parcial.

Nas células parcialmente reprogramadas, os transgenes retrovirais, que sao geralmen-
te usados, ndo estdo silenciados e os genes endégenos caracteristicos de pluripoténcia
mostram um padrao incompleto de desmetilacao de seus promotores, estando, portanto,
inativos ou com baixos niveis de transcricao.

AVALIACAO DE CELULAS IPS

Os pesquisadores ainda ndao chegaram a um acordo com relagdo a como avaliar se
uma linhagem de células é ou nao iPS. O teste mais rigoroso envolve a inser¢do das célu-
las reprogramadas em um embrido de camundongo, implanta-lo numa mae de aluguel,
deixar o camundongo quimérico se desenvolver até o estado adulto, aguardar para ver
se o individuo produz gametas e se sdo capazes de produzir descendentes saudaveis. A
habilidade de produzir um novo embrido mostra que os parametros biolégicos das célu-
las iniciais foram reprogramados. Tais testes sdo eticamente inaceitaveis em humanos,
de modo que o ensaio-padrdo, emprestado das células-tronco embrionarias, envolve a
injecdo de células humanas em camundongos imunodeprimidos e a espera de seis a oito
semanas para verificar se as células formam um teratoma. Teratomas de ocorréncia natu-
ral podem crescer na forma de varios tecidos diferenciados, inclusive cabelo e osso, mas,
para as células transplantadas ganharem o selo iPS, os pesquisadores precisam ver uma
massa de células indiferenciadas representando todas as principais classes de tecidos. E
comum que células, que parecem totalmente reprogramadas em termos de morfologia e
de marcadores de superficie, ndo formem teratomas.

EMPREGO DE CELULAS IPS

O potencial de aplicagdes das células iPS é enorme, mas a tecnologia esta ainda na sua
infancia. Para perceber todas as possibilidades de aplicacao das iPs, é essencial melhorar
as metodologias, para geracdo de células iPS e para avaliar precisamente cada clone e
cada subclone quanto a sua eficiéncia e seguranca. As possibilidades de aplicagao das
células iPs sdo praticamente as mesmas das células-tronco embrionérias — inclusive o
potencial para terapia celular, triagem de drogas e modelo para estudo de doengas — sem
a maioria dos problemas éticos apresentados. Grupos ligados a direitos humanos rapi-
damente sugeriram que células iPS humanas tornaram desnecessarias as pesquisas com
células-tronco embrionéarias humanas, uma asserg¢do que foi prontamente contestada por
Yamanaka, que apontou que células-tronco embrionarias humanas ainda sao necessarias
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para serem usadas como padrdo para se medir o progresso no desenvolvimento da tecno-
logia de desenvolvimento de células iPS.

Aplicadas ao tratamento de doencas humanas, as células iPS sdo potencialmente mais
Gteis que as células-tronco embrionarias. Elas podem ser retiradas de um paciente, mani-
puladas de modo que produza células terapéuticas e, entao, ser retornadas para o mesmo
individuo sem o risco de rejeicao. Além disso, células iPS que ndo conseguem formar
teratomas, mas que podem gerar hepatocitos, por exemplo, devem ser melhores para pes-
quisas relacionadas ao tratamento de doencas do figado e mais seguras para o uso clinico.
Yamanaka acredita que células iPS estardo sendo usadas para triagem de drogas e testes
de toxicidade dentro de 3 a 4 anos. As tentativas clinicas devem ocorrer em 10 anos.

Quatro diferentes grupos de pesquisa geraram células iPS a partir de células de pacientes
com doencas neurodegenerativas — esclerose amiotroéfica lateral, atrofia musculoespinhal,
doenca de Parkinson — e de uma variedade de doencas genéticas de heranga complexa ou
mendeliana. Em camundongo, os pesquisadores ja chegaram ao préximo passo, gerando
células sanguineas e nervosas e usando-as para tratar camundongos com anemia falcifor-
me e mal de Parkinson. Células iPS de pacientes com doengas genéticas representam um
suprimento sem limites de células para o estudo dessas doencas.

Em camundongos, as quimeras adultas obtidas a partir de células iPS mostram com-
peténcia para a transmissdao da linhagem germinativa; entretanto, as quimeras e seus
descendentes frequentemente desenvolvem tumor, os quais, em alguns casos devem ser
causados pela reativacao do oncogene cMyc. E possivel gerar células iPS sem a insercdo
retroviral de cMyc, porém com baixa eficiéncia. Além disso, a integragao retroviral dos
outros fatores de transcricdo pode ativar ou inativar genes da célula hospedeira.

O estudo de células iPS é uma oportunidade para esclarecer as fun¢des dos fatores de trans-
cricdo, fatores de remodelamento da cromatina e de miRNAs que atuam na pluripoténcia.

Glossario

Adaptado da apostila USP vai a sua escola - parte 4.
Bioética: O estudo dos problemas éticos suscitados pelas pesquisas biologicas e pelas suas aplicacoes
por pesquisadores, médicos etc.

Blastocisto: embrido, em fase de pré-implantacdo no Gtero, com cerca de 150 células produzidas por
divisdo celular apos a fertilizacdo. O blastocisto € uma esfera formada por uma camada externa
de células (o trofoblasto), uma cavidade (a blastocele) que contém em seu interior um conjunto de
células denominado massa interna de células.

Célula-tronco: célula capaz de se dividir por periodos indefinidos sem dar origem a células especializa-
das. Nota sobre a nomenclatura células-tronco: (A nova fronteira da Medicina. Organizador: Marco
Antonio Zago e Dimas Tadeu Covas. Ed. Atheneu) Apesar de estranha a lingua portuguesa, a deno-
minacdo “célula-tronco” se impos nos Gltimos anos na imprensa e nos meios cientificos nacionais.
O termo constitui uma traducao literal do inglés “stem cell”. As linguas latinas tém expressoes que
descrevem melhor sua funcao primordial: célula madre (castelhano), cellula staminale (italiano) e
céllule souche (francés). Em Portugal, ha uma forte tendéncia para utilizar as expressoes célula-
-mae ou célula estaminal, que estariam mais de acordo com a indole de nossa lingua.

Célula-tronco do adulto: célula indiferenciada encontrada em tecidos que pode se renovar (com certas
limitacoes) e se diferenciar em todas as células especializadas do tecido do qual foi originada. Célula-
-tronco do adulto &€ também denominada célula-tronco adulta, ou tecidual.
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Células-tronco de cordao umbilical: células-tronco coletadas do cordao umbilical imediatamente apos
o nascimento podem produzir todos os tipos de células sanguineas. As células-tronco de corddo
umbilical sdo normalmente usadas para tratar pacientes com cancer ou outras doencas do sangue,
apos sofreram quimioterapia para destruir sua propria medula ossea.

Célula-tronco embrionaria: célula indiferenciada encontrada no embrido, que tem o potencial para se
diferenciar numa ampla variedade de células especializadas.

Célula-tronco hematopoiética: célula-tronco que origina todas as células do sangue: hemacias, globu-
los brancos (todos os tipos) e plaquetas.

Célula pluripotente: célula capaz de gerar os trés tipos de células germinativas (ectoderme, mesoderme
e endoderme), ou seja, tem o potencial para se desenvolver nos mais de 200 tipos celulares conhe-
cidos do corpo humano.

Célula-progenitora: derivada da célula-tronco e que dara origem a células diferencidas.
Célula totipotente: capaz de dar origem aos tecidos que formarao o embrido. Ex.: zigoto.
Célula-tronco unipotente: capaz de dar origem a uma tnica linhagem de células diferenciadas.

Clonagem reprodutiva: o objetivo da clonagem reprodutiva € a criacdo de um animal idéntico ao doa-
dor do nicleo da célula somatica. O embrido & implantado no Gtero e se desenvolve em um ser
vivo. O primeiro animal a ser criado por clonagem reprodutiva foi a ovelha Dolly, nascida no Instituto
Roslin, na Escocia, em 1996.

Clonagem terapéutica: a meta da clonagem terapéutica € a criacdo de células perfeitamente com-
pativeis com as do paciente no qual elas serdo injetadas. Nessa técnica, os cientistas combinam o
nucleo de uma célula somatica do paciente com uma célula-ovo, da qual o nicleo foi retirado. Essa
nova célula, ao se dividir, origina células-tronco embrionarias, que sao coletadas e usadas para gerar
tecidos que sdo compativeis com o organismo do paciente, isto €, o tecido formado nado causara
rejeicdo quando transplantado.

Clone: geracao de copias idénticas de uma molécula, célula ou organismo.
Cultura de células: crescimento de células in vitro em um meio artificial para experimentos em laboratorio.
Diferenciacao celular: € o processo através do qual uma célula ndo especializada se torna especializada.

Ectoderma: folheto embrionario mais externo, formado por células derivadas da camada interna do
blastocisto, origina o sistema nervoso, 6rgaos do sentido, pele e estruturas relacionadas.

Embriao: em humanos, o organismo em desenvolvimento a partir da fertilizacdo até o final da oitava
semana de gestacao, quando entdo passa a ser chamado de feto.

Endoderma: folheto embrionario com posicao mais interna, formado por células derivadas da camada
interna do blastocisto, origina os pulmdes e outras estruturas respiratorias, e os 6rgaos do aparelho
digestorio.

Etica: Estudo dos juizos de apreciacio referentes a conduta humana suscetivel de qualificacdo do ponto
de vista do bem e do mal, seja relativamente a determinada sociedade seja de modo absoluto.

Feed layer: Células usadas em cocultura para manter as células-tronco embrionarias. Para o cultivo de
células-tronco embrionarias, sdo incluidos na cultura fibroblastos de embrido de camundongo ou
humanos, que foram tratados de modo a impedir sua divisao.

Fertilizacao in vitro: técnica que une ovocito e espermatozoide em laboratorio.

Gene: unidade funcional de heranca, que corresponde a um segmento de DNA nos cromossomos. O
gene & uma unidade de transcricao.

In vitro: denominacdo em latim para “dentro de vidro’, ou em “tubo de ensaio” em experimentos de
laboratorio, um meio artificial, fora do organismo.
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Marcadores de superficie: proteinas presentes na superficie externa da célula e que sdo Unicas para
determinados tipos celulares. Elas podem ser detectadas por meio de anticorpos e outros métodos
de deteccio.

Massa interna de células: grupo de células dentro do blastocisto. Essas células dao origem ao embrido e
finalmente ao feto. A partir dessas células sdo geradas as linhagens de células-tronco embrionarias.

Meio de cultura: liquido que cobre as células numa placa de cultura e que contém nutrientes para ali-
mentar as células. O meio pode também incluir outros fatores adicionados para produzir mudancas
nas células.

Mesoderma: folheto embrionario com posicdao mediana, formado por células derivadas da camada
interna do blastocisto, origina os ossos, musculos, tecido conectivo, rins e estruturas relacionadas.

Microambiente: moléculas e compostos, tais como nutrientes e fatores de crescimento no fluido que
rodeia a célula, num organismo ou no laboratoério, e que tém um importante papel na determinacao
das caracteristicas da célula.

Passagem: um ciclo de crescimento celular e proliferacao em cultura.

Plasticidade: é a capacidade de uma célula-tronco adultade um tecido gerar uma célula(s) especializadal(s)
de um outro tecido. Por exemplo, ja foi demonstrado in vitro que células-tronco hematopoiéticas
sao capazes de gerar neuronios. Sinais - fatores internos e externos que controlam as mudancas na
estrutura e funcdo das células

Terapia celular ou medicina regenerativa: tratamento no qual as células-tronco sao induzidas em tipos
celulares especificos, necessarios para reparar tecidos danificados ou substituir células que foram
destruidas.

Teratoma: os cientistas comprovam se eles conseguiram obter uma linhagem de células-tronco
embrionarias, injetando essas células em camundongo com o sistema imune reprimido. Uma vez
que elas ndo podem ser destruidas pelo sistema imune do camundongo, elas sobrevivem e formam
um tumor benigno, com muitas camadas, denominado teratoma. Mesmo que a formacao de tumo-
res ndo seja normalmente desejada, nesse teste, os teratomas servem para verificar a capacidade
das células-tronco de originar todos os tecidos celulares. Isso porque os teratomas contém todos os
tipos celulares derivados das trés camadas germinativas do embrido.

Trofoblasto: tecido extraembrionario, responsavel pela implantacdo, desenvolvimento em placenta, e
controle das trocas de oxigénio e matabolitos entre a mae e o embrido.
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Fig. 10.11 Diferenciacdo. Fonte: CEPA, adaptado de
apostila disponivel no site do Centro de Estudos do
Genoma Humano - IB/USP.
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) Atividades

Questionario

Retome a figura 10.1.
Qual a diferenca principal entre a clonagem reprodutiva (B) da terapéutica (C)?
Se, no esquema B, a célula diferenciada for de um camundongo preto macho e o ovécito
for de um camundongo branco fémea, qual sera o fenétipo do camundongo clonado?
Se as células sangtiineas produzidas no esquema C forem implantadas no mesmo
individuo que doou a célula diferenciada, esse individuo pode desenvolver uma
rejeicdo a essas células sanguineas? Por qué?



