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DA TITOLOGIA 1
REALIDADE!



O tema “regeneracdo” é um assunto que sempre intrigou a humanidade. A ideia de
regeneracao humana se faz presente desde a Idade Antiga, quando o poeta grego Hesiodo, em
sua obra Teogonia, no século VIII a.C., relatou a histéria do titd Prometeu. Segundo o autor,
Prometeu e seu irmdo Epimeteu receberam dos deuses a tarefa de criar os homens e todos os
outros animais, este encarregado da obra em si e aquele de supervisiona-la. Ao distribuir as
caracteristicas, Epimeteu atribuiu dons para cada espécie, tais como forca, coragem, rapidez e
sagacidade, além de asas, garras e carapacgas, por exemplo, para diferentes animais. O homem,
por sua vez, foi criado do barro, mas Epimeteu havia gastado todos os recursos nos outros
animais e, sem saber o que fazer, recorreu a seu irmao. Prometeu entdo roubou o fogo dos
deuses, escondido no Olimpo, entregando-o aos homens, o que terminou por assegurar a
superioridade destes sobre os demais seres criados.

Até entdo, o fogo era exclusivo dos deuses. Quando Zeus, recebendo uma mensagem
de Syson (deus da unido), descobriu esse fato, ordenou a Hefesto que acorrentasse Prometeu no
cume do monte Caucaso, aonde diariamente uma aguia viria para dilacerar seu figado, o qual
se regenerava a noite, devido a imortalidade do tita. Tal castigo deveria durar 30.000 anos, e
somente a substituicdo de Prometeu por outro ser eterno poderia lhe restituir a liberdade. Anos
mais tarde, o centauro Quirdo foi atingido por uma flecha envenenada, disparada por Héracles.
Tal ferimento ndo possufa cura, de modo que o centauro, também imortal, estava condenado a
sofrer eternamente dores lancinantes. Assim, ele se deixou acorrentar no Caucaso, substituindo
Prometeu. Zeus entdo permitiu que Prometeu se tornasse mortal e perecesse serenamente.

Esse célebre mito levanta alguns questionamentos:

1-  Em que momento surgiu a ideia de regeneragdo?

2-  Quais foram as motivagdes subjacentes que levaram Hesfodo a escrever tal historia,

sendo que na época a medicina ndo tinha o conhecimento e tecnologia existentes
na atualidade?

Quando se considera as plantas, registros historicos apontam que os seres humanos
utilizavam de suas propriedades regenerativas desde 10.000 a.C., domesticando certas espécies
e selecionando os melhores materiais vegetais para propagagao, o que, ao longo de milhares de
anos, culminou no o surgimento das variedades, também chamadas cultivares. Tal interesse pela
regeneracao nos seres vivos persistiu, havendo inimeros estudos, particularmente a partir do século
XVIII d.C., que procuraram relatar e entender a ocorréncia desse fendmeno em diversos organismos.

Acreditava-se que s6 as plantas e alguns micro-organismos podiam se regenerar, até
que, em 1744, Abraham Trembley, um naturalista suico, constatou a capacidade regenerativa
da hidra, um pélipo, durante seus experimentos para determinar se o organismo, na época
desconhecido, era um animal ou uma planta. Durante suas observacdes, o pesquisador notou
que o organismo apresentava um padrdo de deslocamento peculiar, por meio de cambalhotas,
sugerindo que o mesmo fosse um animal. Entretanto, ele decidiu cortar o pélipo ao meio,
pensando que, se as partes se regenerassem, ele seria uma planta, em virtude de ndo se conhecer,

naquela época, animais capazes de regenerar individuos completos. O naturalista observou
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que cada metade do pdlipo regenerou um organismo completo, contudo, tal resultado nio
foi suficiente para convencé-lo de que o espécime fosse vegetal, de modo que ele continuou
acreditando no padrao de movimentagdo como um indicativo de que hidra fosse um animal,
como de fato é.

Peter Simon Pallas, em 1766, registrou a mesma capacidade de regeneracdo em
planarias. Alguns anos depois, Charles Bonnet e Lazzaro Spallanzani demonstraram que esse
fendbmeno é, em diferentes graus, recorrente em uma ampla variedade de metazoarios, a
exemplo de minhocas, girinos e salamandras. Tais experimentos, apesar de ndo serem os Ginicos,
foram importantes, mostrando que tecidos adultos diferenciados podem passar por mudangas
consideraveis, a ponto de desempenharem fungées diversas daquelas iniciais, promovendo um

interesse crescente de pesquisadores em estudar essa capacidade de alguns seres vivos.

REGENERACAO

De acordo com o dicionario, a palavra regeneracao (do latim, regeneratione) pode ser
definida como “Renovacado, por meio natural, de um 6rgdo que sofreu uma perda parcial, ou
outro tipo de lesao”.

Sugimoto e colaboradores mostram que existem trés mecanismos basicos de
regeneragdo: (1) através do desenvolvimento de células-tronco preexistentes, (2) pelo processo
de desdiferenciacao, que consiste em uma célula especializada reverter a um estagio menos
diferenciado dentro de sua prépria linhagem,ou (3) de transdiferenciacdo, no qual a célula vai
um passo além, sendo capaz de mudar de linhagem.

Com relagdo as plantas, ha diversos tipos de regeneracdo, que se manifestam de diferentes
formas, por exemplo: (1) a regeneracdo de estruturas perdidas devido a um ferimento, (2) a geragado
de novode um tecido ou estrutura que ndo estava presente antes do ferimento, e (3) a regeneracao de
uma planta completa a partir de uma tinica célula somética, fenébmeno conhecido por embriogénese
somatica. Uma caracteristica fundamental na regeneracdo diz respeito aos meristemas, tecidos
proliferativos que contém nichos de células-tronco, os quais sao microambientes responsaveis pela
manutencdo da populagdo de tais células, que por sua vez, sdo capazes de originar uma planta
adulta completa. Além disso, a maioria das plantas possui outros meios de ativar ou desdiferenciar
células adultas para retomar o crescimento meristeméatico, como é o caso das células do periciclo,
que originam raizes laterais, meristemas axilares na base de folhas e meristemas laterais que
contribuem para o crescimento secundario da planta. Durante a regeneracdo, frequentemente se
verifica a existéncia de um estagio intermediario, o calo, que consiste em massas de células em
crescimento que podem surgir tanto a partir de células meristematicas relativamente indiferenciadas
que estdo se proliferando quanto de células diferenciadas do periciclo.

Em animais, a capacidade regenerativa varia consideravelmente entre diferentes
espécies e, em um mesmo individuo, entre seus 6rgdos. Por exemplo, animais como hidra,
estrelas-do-mar e planarias mantém células em seu corpo que possibilitam tanto o crescimento

quanto o reparo de danos. No pélipo, tais células-tronco sdao conhecidas como células
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intersticiais, e nas planarias, como neoblastos. Anfibios urodelos, como salamandras e
tritdes, apresentam consideravel capacidade regenerativa. Estes Gltimos podem, por exemplo,
regenerar completamente sua cauda, membros, maxilas e tecidos oculares, como a cérnea e
a retina. Ja nos anfibios anuros essa capacidade é limitada, dependendo, as vezes, do estagio
de desenvolvimento. Quando se considera a regeneragdo de membros, Xenopus laevis pode
regenerar completamente brotos de membros enquanto eles estdo se desenvolvendo, contudo
tal capacidade é perdida assim que o 6rgdo esta completamente formado.

Apesar das particularidades de cada reino, no que se refere aos mecanismos envolvidos
Nos processos regenerativos, os principios sdo parecidos, e a semelhanca das plantas, os animais
também desenvolvem uma estrutura intermediaria no processo regenerativo, o blastema, que é
uma regiao de células progenitoras originadas pela desdiferenciagao das células mesenquimais
no local do ferimento, durante a regeneracdo. Uma comparacdo das principais formas de

regeneracdo em animais e plantas pode ser observada na Figura 1.

Comparacao dos principais aspectos de regeneracao em animais e plantas

Reservas de Reativagio do estruturas de Processos de
células-tronce potencial de célula- regeneragio padronizagio
tronco especializadas
Células intersticiais » Regeneracao de tecidos
{Hydra) ecto e endodermais
Transdiferenciacio s
. Wolffi _H a i
Células-tronco o Regener&ga; e
v linhagem- Sy
= especificas
E bl Reg ao de tecidos
= Neoblastos + Blast Eneragao ecl
= (Plandria) g ecto, meso e
Desdife renciagﬁu:// endodermais
-wia amputagao ?
-via superexpressao de R
fatores de transcrigao Embriogénese
Transplante nuclear
Restauracdo de rgdos Reparo vascular
ou tecidos via
transdiferenciacao
Células-tronco —— (T ZAN0ZENESE Via
filhas formacao de
v ) meristemas
E Células fundadoras
b do periciclo
=4
E Desdiferenciacio de =———— Calo
tecidos maduros
Desdiferenciagdo de . Ontologia
celulas —  semelhante &

. i embriogénese
Embriogénese somatica

Figura 1. Descricao das origens celulares conhecidas, estruturas regenerativas e mecanismos de
padronizagdo durante a regeneracdo em animais e plantas. Fonte: Birnbaum e Sanchez Alvarado,
2008. Modificado por Jalio C.G. Graga.
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A ITTFORTANCIA DE
ALGUIS CONCEITOS



Quando se fala em células-tronco, misturam-se o fascinio do controle sobre a natureza, a
esperanca e as davidas. O fascinio se faz justamente pela possibilidade que elas vém mostrando
quanto a possibilidade de regenerar tecidos. Isso abriu um novo ramo na medicina o qual vem
sendo denominado como “Medicina Regenerativa”. A esperanca e as dividas, coexistem, pois
apesar de todos os esforcos dos cientistas, sera preciso testar o comportamento dessas células
em laboratério para obtengao do sucesso terapéutico.

Muitos resultados ja foram obtidos em animais de pequeno porte, mas a maior parte
dos testes ainda ndo pode ser estendida para a espécie humana, j& que os mecanismos de
diferenciacdo das células-tronco ainda nio foram totalmente esclarecidos e ha relatos de
formacdo de teratomas (tumores). A compreensdo do comportamento das células humanas
pode oferecer informacdes preciosas, capazes de impedir a degeneragdo natural do organismo
e os efeitos da doenca, e para entender melhor o papel dessas células e sua contribuicdo para
a satde humana, faz-se necessario estabelecer conceitos basicos em relacdo ao tema. E para
tanto, com base nos conhecimentos obtidos por vocé através das midias (revistas, jornais e

telejornais), trabalhe em grupo e defina:

01) O que sao Células Tronco?
02) Quais os tipos de Células Tronco?
03) Quais os potenciais que essas células apresentam?

O corpo de um organismo multicelular é constituido por diferentes tipos de células
especializadas, todas capazes de realizar diversas fungées. As células com determinado tipo de
especializagcdo organizam-se em grupos, constituindo os tecidos. Alguns tecidos sao formados
por células que possuem a mesma estrutura; outros sdo formados por células que tém diferentes
formas e fun¢des, mas que juntas colaboram na realizagdo de uma fungdo geral maior. No

quadro a seguir apresentamos alguns exemplos.

Quadro 1 - Tipos celulares e suas respectivas fungées

Células especializadas Funcoes

Células musculares Movimentacao

Células exoécrinas do pancreas Sintese e secrecdo de enzimas

Células glandulares mucosas Sintese e secrecao de substancias mucosas

Algumas células das glandulas adrenais, dos | Sintese e secrecdo de esteroides
testiculos e do ovario

Células epiteliais de revestimento do intestino | Absorcao de nutrientes

Com base na compreensdao do conceito de células especializadas, podemos passar

entdo para as defini¢cdes de células tronco.
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DEFINICOES

As Células Tronco sdo células n3ao especializadas, nao diferenciadas ou néao
comprometidas com nenhuma linhagem celular especifica. Assim sendo, podemos entender
que essas células estdao em um estado de indiferenciacao, sendo que, quando requisitadas pelo
nosso organismo, migram para o local que necessita de reparo tecidual.

Outra caracteristica que as Células Tronco apresentam é quanto a capacidade de
renovacgao no estado indiferenciado. As células tronco se proliferam dentro de nosso organismo
e se mantém no estado ndo comprometido como uma certa “reserva”. Uma crianga em fase
de desenvolvimento apresenta um reservatério de células tronco maior do que pessoas mais
idosas, e ha pesquisadores que defendam a tese de que a diminuicdo desse reservatério em
cada 6rgdo possa resultar em faléncia de 6rgaos em pessoas com mais idade.

Quanto a divisao celular, as células tronco apresentam divisdao assimétrica, pois uma
parte dessas células repde o estoque de células no estado indiferenciado e outra parte se
diferencia para uma dada linhagem celular ou tecido especifico.

As células tronco podem ser classificadas ainda quanto a origem, podendo ser
embrionarias ou adultas.

Quanto ao potencial, as células tronco podem ser classificadas como Totipotentes,
Pluripotentes e Multipotentes.

A primeira célula formada pela fusdo do espermatozoide e do 6vulo é denominada
de Zigoto. O Zigoto é uma Unica célula que tem toda informagdo genética para formacao
de um individuo completo. Assim sendo, essa célula Totipotente é capaz de diferenciar-se
originando todos os 216 tecidos que formam o corpo humano, incluindo a placenta e anexos
embrionarios. As células totipotentes sdo encontradas nos embrides nas primeiras fases de
divisdo, isto é, quando o embrido tem até de 16 a 32 células, que corresponde a trés ou quatro
dias de vida. As células Pluripotentes sao capazes de diferenciar-se em quase todos os tecidos
humanos, excluindo a placenta e anexos embrionarios, ou seja, a partir de 32 - 64 células,
aproximadamente a partir do 52 dia de vida, fase considerada como blastocisto. As células
internas do blastocisto sdo pluripotentes enquanto as células da membrana externa destinam-se
a producdo da placenta e das membranas embrionarias. Ja as células Multipontentes referem-
se as Células Tronco Adultas, que apresentam um potencial mais restrito quanto a capacidade
de originar diferentes tecidos em nosso organismo.

Nos capitulos a seguir serdo abordados os tipos de células tronco, embrionérias e adultas.
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CCLULAS TROMCO
CITBRIONNRINS



Na segunda semana de fecundagdo, o zigoto é implantado no Gtero (nidacdo), e sofre varias
divisdes mitéticas até a oitava semana, sendo entdo denominado como embrido e, a partir
dessa semana, feto.

Em embriologia, o zigoto comecar a dividir-se para formar uma esfera com 64 células, ou
blastomeros. O zigoto com 12 a 16 blastémeros ja pode ser chamado de mérula. A mérula é
composta de células totipotentes, podendo evoluir para qualquer tipo de célula.

Em 1981, dois pesquisadores da Universidade de Cambridge, Martin John Evans e
Matthew Kaufman?, conseguiram cultivar pela primeira vez células tronco embrionarias
a partir da massa celular interna de blastocistos de camundongos. Posteriormente, eles
colocaram essas células no Gtero de camundongos fémeas para que pudessem dar a luz filhotes
(quimeras). Essa faganha foi alcancada também por Gail R. Martin, independentemente, no
mesmo ano.

Em fungdo da padronizagdo de protocolos para cultivos de células embrionarias, esses
estudos preliminares foram fundamentais para que anos mais tarde pesquisadores pudessem
ser capazes de estabelecer linhagens de células tronco embrionarias a partir de outras espécies,
tais como o hamster, suinos, bisdao, macaco Rhesus, marmota, galinha, boi, humano, céo e
gato. Também foi relatada a obtengao de células tronco embrionarias pluripotentes derivadas
de embrides clonados e gerados por Fertilizacao in vitro (FIV) e/ou por partenogénese.

O dominio do cultivo de células tronco embrionarias permitiu manipulacées genéticas
especificas na linhagem germinativa de camundongos e a criacdo de animais transgénicos
para serem usados como modelos experimentais para doengas humanas, visando entender
mecanismos celulares associados a doencas e modelos para estudo de tratamentos. Em
1986°, Evans e seus colaboradores usaram vetores retrovirais para introduzir sequéncias
de DNA ex6geno em uma linhagem de células-tronco embrionarias e mostraram que essas
células modificadas contribufam amplamente para a formagdo de linhagens de células
germinativas e somaticas em camundongos quiméricos, permitindo assim a transmissao da
nova caracterfstica as futuras geracoées de camundongos. Em comparacdao com os métodos
atuais de manipulacdo do genoma do camundongo, essa abordagem apresenta vantagens,
pois as técnicas genéticas de células somaticas podem ser usadas para modificar e para
selecionar as células com potencial de linhagem germinativa, permitindo a derivagao de
linhagens transgénicas com alteracbes genéticas pré-determinadas e de interesse.

2 Martin GR. Isolation of a pluripotent cell line from early mouse embryos cultured in medium conditioned
by teratocarcinoma stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 1981 Dec;78(12):7634-8.

3 Robertson E, Bradley, A., Kuehn, M., Evans, M. (1986). “Germ-line transmission of genes introduced into
cultured pluripotential cells by retroviral vector”. Nature 323 (6087): 445-448
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Como mencionado anteriormente, o primeiro relato de pesquisa com células tronco
de origem humana foi em 1998 pela equipe do Prof. James A. Thomson*, da Universidade de
Wisconsin/EUA. Naquele mesmo ano, a equipe do Prof. John D. Gearhart®, da Universidade Johns
Hopkins, realizou pesquisas com células tronco fetais humanas.

Terapias com células-tronco embrionarias tém sido propostas para a substituicdo do tecido
ap6s uma lesdao ou doenga. As patologias que poderiam potencialmente ser tratadas por células
pluripotentes incluem doencas genéticas relacionadas ao sistema imune e hematolégico, canceres,
diabetes juvenil, Doenca de Parkinson, cegueira e lesdes da medula espinhal. Outros potenciais
usos das células-tronco embrionarias englobam a investigacdo do desenvolvimento humano em
seu inicio e o estudo de doencas genéticas como sistemas in vitro para testes de toxicologia.

Visando assegurar que um possivel transplante com estas células-tronco ndo ofereca riscos

ao paciente, ha a exigéncia de uma série de testes.

CURIOSIDADE

De acordo com a Sociedade Brasileira de Profissionais em Pesquisa Clinica, as fases de um estudo
clinico sdo divididas em dois momentos:

1. Estudos Nao Clinicos

2. Estudos Clinicos

FASE NAO CLINICA

Antes de comecar a testar novos tratamentos em seres humanos, os cientistas testam as substancias

em laborat6rios e em animais de experimentagdo. Esta é a chamada fase nao clinica.

O objetivo principal desta fase é verificar como uma substancia se comporta em um organismo. Para
que isso ocorra sao seguidas normas de protecao aos animais de experimentagdo e nao raras vezes
0s projetos sdo cancelados por nao se mostrarem satisfatorios.

FASE CLINICA

A fase clinica é a fase de testes em seres humanos. E composta por quatro fases sucessivas e somente
depois de concluidas todas as fases, o medicamento podera ser liberado para comercializagdo e
disponibilizado para uso da populacdo. As sucessivas fases dentro da fase clinica sao:

Fase |

Um estudo de fase I testa 0 medicamento pela primeira vez. O objetivo principal é avaliar a seguranca do
produto investigado. Nesta fase a medicacdo é testada em pequenos grupos (de 10 a 30 pessoas, geralmente)

4 Thomson JA et al. Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts. Science. 1998 Nov
6;282(5391):1145-7.

5 Michael J. Shamblott, Joyce Axelman, Shunping Wang, Elizabeth M. Bugg, John W. Littlefield, Peter J. Donovan,
Paul D. Blumenthal, George R. Huggins, John D. Gearhart. Derivation of pluripotent stem cells from cultured
human primordial germ cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 November 10; 95(23): 13726-13731.
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de voluntarios sadios. Pode haver excecdes se estivermos avaliando medicamentos para

cancer ou para AIDS.

Se tudo ocorrer de acordo com o esperado, ou seja, se o produto se mostrar seguro, podemos

passar para a Fase Il.

Fase Il

O ntmero de pacientes que participam desta fase é maior (de 70 a 100). Aqui, o objetivo é avaliar
a eficdcia da medicacao, isto é, se ela funciona para tratar determinada doenca, e também obter
informacdes mais detalhadas sobre a seguranca (toxicidade). Somente se os resultados forem

bons é que o medicamento seré estudado sob a forma de um estudo clinico na fase IlI.

Fase 111

Nesta fase, o novo tratamento é comparado com o tratamento padrao existente. O namero de
pacientes aumenta para 100 a 1.000. Geralmente, os estudos desta fase sao randomizados,
isto é, os pacientes sdo divididos em dois grupos: o grupo controle (recebe o tratamento
padrdo) e o grupo investigacional (recebe a nova medicagdo). A divisdo entre os grupos é feita
por meio de um sorteio. Assim, os pacientes que entram em estudos fase 11l tém chances iguais

de cair em um ou outro grupo de estudo.

Algumas vezes, os estudos fase Ill sdo realizados para verificar se a combinagdo de dois
medicamentos é melhor do que a utilizagdo de um medicamento somente. Por exemplo, se,
para tratar uma determinada infec¢cdo, a combinacdo do antibi6tico X (novo) com o antibiotico
Y (tratamento atual) € melhor do que somente o uso do antibiético Y.

Fase IV

Estes estudos sdo realizados para se confirmar que os resultados obtidos na fase anterior (fase
[1I) sdo aplicaveis em uma grande parte da populacdo doente. Nesta fase, o medicamento ja
foi aprovado para ser comercializado. A vantagem dos estudos fase IV é que eles permitem
acompanhar os efeitos dos medicamentos em longo prazo.

Disponivel em http://www.sbppc.org.br/portal/index.php?option=com_content&task=view&i
d=14&Iltemid=37; Acessado em 18/01/2015.
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O que visa determinar se as células sdo seguras, é denominado Teste clinico de fase I.

APLICAGOES DO CULTIVO CELULAR

,\ ENGENHARIA
) TECIDUAL
L ANALISE
= .. TERAPIA INTRACELU
CELULA% '
TOXICOLOGIA
ESTUDODO _
=" GENOMA

“ EARMACOLOGIA
PRODUTOS
CELULARES

Teste clinico de fase 1°

Em 23 de janeiro de 2009, a agéncia reguladora de alimentos do Departamento de
Satde e Servicos Humanos dos Estados Unidos, a Administracdo de Alimentos e Medicamentos
(do inglés, Food and Drug Administration - FDA), autorizou pela primeira vez no mundo, o
transplante de células tronco embrionérias.

O inicio do teste clinico de fase | visou ao transplante de oligodendrécitos, um tipo
de célula do cérebro e da medula espinhal, derivados de células embrionarias humanas em
pacientes com lesdes cerebrais e da medula espinhal. O estudo foi realizado por Hans Keirstead”
e seus colegas da Universidade da Califérnia, e pela empresa Geron situada na Califérnia,
Estados Unidos.

De acordo com dados da literatura cientifica, um experimento anterior havia mostrado
melhora na recuperagdo locomotora em ratos com lesdo da medula espinhal ap6s sete dias

do transplante de oligodendrocitos derivados de células-tronco embrionarias humanas. Na

6 Teste de fase 1 ndo tem por objetivo curar o paciente, mas determinar se as células sao seguras.

7 Keirstead HS et al. Human embryonic stem cell-derived oligodendrocyte progenitor cell transplants
remyelinate and restore locomotion after spinal cord injury. ] Neurosci. 2005 May 11;25(19):4694-705.
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fase | da pesquisa clinica, os pesquisadores enfatizaram que ndo esperavam que as injecdes
curassem completamente o paciente e restaurassem toda a sua mobilidade. Com base nos
resultados dos ensaios em roedores, os investigadores observaram a restauragdo da bainha
de mielina. Essa fase clinica teve como objetivo testar a seguranga do procedimento para
que se pudesse chegar a futuros estudos que envolvam pessoas com deficiéncias mais graves.
Um dos receios entre os pesquisadores é de que as células-tronco utilizadas nos transplantes
acabem gerando tumores, por isso pacientes que aceitaram participar desse ensaio clinico

foram monitorados nos anos seguintes.
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No Brasil, a pesquisa com células-tronco embrionarias foi disciplinada pela Lei n.?
11.105, de 24 de marco de 2005, conhecida como Lei de Biosseguranca. O artigo 5° da lei
permite, com restricoes, amanipulagdo de embriées humanos, produzidos por fertilizagdo in
vitro, para coleta de células-tronco. Posteriormente, essa lei foi regulamentada pelo Decreto
n.?2 5.591, de 22 de novembro de 2005, que definiu como “embrides inviaveis” aqueles
com alteragdes genéticas comprovadas que impedem o desenvolvimento por auséncia
de clivagem. Isso significa que a lei brasileira autorizou a pesquisa, preferencialmente,
em embrides que nado serdo utilizados para fins reprodutivos apés os procedimentos
diagnosticos®.

Segue um quadro comparativo das regulamentagées governamentais entre paises sobre
a pesquisa com células-tronco embrionarias (Tabela 1).

Tabela 1 — Pafses que possuiam normatizacdo (legal ou infralegal) sobre o tema em 2009.

Regulamentacoes Paises

Autorizam a pesquisa com células-tronco embrionérias por - Brasil, Dinamarca, Espanha,
marco legal Finlandia, Franca, Reino
Unido e Suécia

Permitem que a pesquisa seja conduzida sem que tenha - india e China
havido um debate legislativo conclusivo, havendo um

reconhecimento dos pareceres da comissdo nacional

consultiva de bioética ou do ministério da satide de cada pars.

Autorizam a pesquisa com linhagens embrionarias existentes - Ira
e embrides ja congelados, enquanto o debate legislativo se

desenvolve localmente

Seu marco legal nacional se restringe as questoes - Estados Unidos
relacionadas ao financiamento dos estudos

Regulages singulares, marco legal restritivo quanto ao uso de - Alemanha
células-tronco embrionarias de origem alema e a possibilidade
de importacdo de linhagens®

8 DINIZ, Debora; AVELINO, Daniel. Cenario internacional da pesquisa em células-tronco embrionarias. Rev.
Sadde Puablica, S3do Paulo, v. 43, n. 3, June 2009. Available from <http://www.scielo.br/scielo.
php?script=sci_arttext&pid=50034-89102009000300019&Ing=en&nrm=iso>. access on 24  Jan.
2015. Epub Apr 17, 2009.

9 Existe um consenso de que a histéria do nazismo dificulta o debate democrético e razoavel na Alemanha,
por isso a proibicdo de uso de material biolégico nativo; porém, dada a legitimidade do principio
da liberdade de pesquisa, foi permitida a garantia do direito a investigacdo cientifica com linhagens
importadas. Isso gerou mal estar entre varios paises, culminando em varias discussées internacionais no

campo da bioética.
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Proibem a pesquisa com células-tronco embrionarias - Italia, Austria, Lituania e
humanas'® Irlanda

Comité Consultivo de Bioética prop6s a abertura das pesquisas - Israel

com embrides humanos em 2001, amparado em dois

argumentos centrais para a tradicdo judaica: primeiro, o status

moral de um embrido congelado é comparéavel ao de gametas,

portanto, ndo ha qualquer ameaca a dignidade humana

em sua manipulacdo para fins cientificos; e segundo, vé-se

grande valor nas tentativas cientificas de cura e tratamento

para doengas, por isso a posicdo marcadamente favoravel as

pesquisas genéticas no pafs, inclusive em relagdo a clonagem

terapéutica

Outros pafses que permitem pesquisas com células tronco - Canada, Australia, Suica,
Coréia, México, Russia,
Japao, Noruega,

- Reino dos Paises Baixos,

Irlanda do Norte, RepUblica
da Africa do Sul, Cingapura,
Portugal

Como exposto na literatura cientifica, experimentos com animais mostraram um potencial
terapéutico inigualavel para as células-tronco embrionérias humanas, pois, essas células foram
capazes de aliviar, diminuir e/ou curar sintomas de diversas patologias, dentre as quais o mal
de Parkinson e a lesdo de medula espinhal. O mesmo resultado ndo foi alcangado por células
tronco adultas oriundas da medula 6ssea, do cordao umbilical e/ou do tecido adiposo.

A “LElI DE BIOSSEGURANCA”, em sintese, permite a realizacdo de pesquisa e terapia
com células-tronco embrionarias humanas, tendo em vista a grande importancia cientifica e
estratégica para a saGde pablica nacional, assinalando assim para o mundo o que chamamos
de primeiro passo para o avanco da ciéncia brasileira neste setor'.

Os cientistas e pesquisadores brasileiros hoje tém amparo legal para desenvolver suas

pesquisas, cabendo a eles contribuir para dar o retorno que a sociedade quer e espera em nome
da vida.

10 A singularidade da lei italiana no cenario internacional se deve a presenca marcante da Igreja
Catolica nas decisdes do Estado. Da mesma forma, nos demais paises a proibi¢ao teve um viés
meramente religioso, em funcao da forca da Igreja junto aos congressistas.

11 Disponivel em <http://www.academialetrasbrasil.org.br/fcoaguiarceluastronco.doc>; Acessado em
24/01/2015.
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O Supremo Tribunal Federal julgou constitucional o artigo 5° da Lei 11.105/2005 (Lei de
Biosseguranga) que dispoe o artigo 5 da Lei n° 11.105/2005:

“Art. 52 F permitida, para fins de pesquisa e terapia, a utilizacao de células-tronco embriondrias
obtidas de embrides humanos produzidos por fertilizagdo in vitro e ndo utilizados no respectivo
procedimento, atendidas as seguintes condigoes:

| — sejam embrides inviaveis; ou

Il — sejam embrides congelados ha 3 (trés) anos ou mais, na data da publicagao desta Lei, ou que,
ja congelados na data da publicacdo desta Lei, depois de completarem 3 (trés) anos, contados a
partir da data de congelamento.

§12 Em qualquer caso, é necessario o consentimento dos genitores.

§ 22 Instituicbes de pesquisa e servicos de salde que realizem pesquisa ou terapia com células-
tronco embriondrias humanas deverdo submeter seus projetos a apreciacao e aprovagcdo dos
respectivos comités de ética em pesquisa.

§ 32 F vedada a comercializacdo do material biolégico a que se refere este artigo e sua pratica
implica o crime tipificado no art. 15 da Lei no 9.434, de 4 de fevereiro de 1997
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Disponivel em < http://www.pbrtalbioetica.
I.__ ! - ‘




Avancos nas pesquisas com células-tronco embrionarias tém proporcionado grande
entusiasmo aos pesquisadores quanto a perspectiva de sucesso no tratamento de algumas
enfermidades e simultaneamente vem promovendo acirrados debates éticos, tudo em fungao
da forma de obtencdo das células tronco embrionarias para uso terapéutico.

Geralmente, as pesquisas nessa area sugerem selecionar células provenientes de pré-
embrides (blastocistos) com idade entre 5 a 7 dias de desenvolvimento. Sejam os embriGes
fonte de material de aborto ou pré-embrides, inicia-se sempre a discussao ética sobre o estatuto
moral do embrido. Indaga-se: qual o grau de respeito que se deve ter para com ele?

H& quem julgue que o embrido é defensavel por ser geneticamente Ginico e irreprodutivel,
pertencenter a espécie Homo sapiens, ser dotado de potencialidade de vida, estar em constante
desenvolvimento, sendo capaz portanto, de atingir o estagio somatico e cognitivo de uma
pessoa em sua plenitude. De forma contraria, ha quem defenda que o pré-embrido é somente
um conjunto de células, sem qualquer semelhanga com uma pessoa e, além do mais, destituido
de autoconsciéncia.

Eticamente, é consenso geral que abortar um embrido, com a finalidade Gnica e
exclusiva de se obter células-tronco embrionérias com o propésito terapéutico é injustificavel.
Entretanto, levando-se em consideracdo que grande nimero de pré-embrides crio-preservados
sdo descartados ap6s algum tempo de armazenagem ou que podem permanecer estocados nos
bancos, sem que os pais biolégicos reclamem por eles, por periodos superiores a trés anos, por
que ndo utiliza-los em pesquisas? Nao seria um gesto semelhante a doacdo de um 6rgao para
transplante? O art. 52 da Lei de Biosseguranga reza isso, e pesquisas nessa area requerem o
consentimento dos genitores, sendo que as instituicdes de pesquisa e de servicos de satde que
realizem pesquisa ou terapia com células-tronco embrionarias humanas, devem submeter seus
projetos a apreciagao e aprovagao dos respectivos comités de ética em pesquisa.

Novos dilemas éticos envolvidos na utilizagao dessa tecnologia poderiam ser levantados,
a exemplo da possivel destinacdao de células-tronco obtidas por transferéncia do nicleo de
células somaticas do proprio receptor, ao gerar um blastocisto clonado. Seriam embrides
produzidos pela juncdo de 6vulos nao fertilizados por espermatozoides, o que, teoricamente,
reduz a possibilidade de rejeicao, uma vez que o material genético a ser transferido presente no
nacleo da célula do embrido doador pertence ao proprio receptor. Por fim, ressaltam-se ainda
os aspectos que envolvem a confidencialidade, a privacidade e o patenteamento. Cada um

desses topicos ensejaria uma ampla discussdao no campo da moral.
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Curiosidade

O Professor lan Wilmut, do Instituto Roslin da Escécia, realizou em 1996, uma substituicio do
nacleo de um 6vulo pelo ntcleo de uma célula mamaria proveniente de uma ovelha adulta. Assim
nasceu a ovelha Dolly, em 5 de Julho de 1996, o primeiro mamifero clonado por transferéncia
de células somaticas. O nicleo utilizado no processo de clonagem foi oriundo de uma célula da
glandula mamaria da ovelha Belinda — uma ovelha de 6 anos de idade, da raga Finn Dorset. Uma
outra ovelha, Fuffy, da raca Scottish Blackface, foi a doadora do 6vulo utilizado para receber o
ntcleo. Finalmente uma terceira ovelha, Lassie, da raca Scottish Blackface, foi quem gestou a ovelha
Dolly. Para evitar-se que pudessem ser misturadas as caracteristicas dessas trés fémeas, elas eram de
racas com caracteristicas fenotipicas diferentes entre si. Nao foi um processo facil: Dolly s6 nasceu
depois de 276 tentativas que fracassaram. Além disso, dentre as 277 células “da mae de Dolly” que
foram inseridas em um 6vulo sem nacleo, 90% ndo alcangaram nem o estagio de blastocisto. As
tentativas posteriores de clonar outros mamiferos tais como camundongos, porcos, bezerros, um
cavalo e um veado, também tém mostrado uma eficiéncia muito baixa e uma propor¢do muito
grande de abortos e de embriGes malformados. Penta, a primeira bezerra brasileira clonada a partir
de uma célula somatica adulta morreu em 2002, 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
somatica adulta. Para isto foram utilizados 188 6vulos que geraram 87 embrides e apenas um animal
vivo. Na realidade, experiéncias recentes, com diferentes tipos de animais, ttm mostrado que a
reprogramagao dos genes, para o estagio embrionario, que originou Dolly, é extremamente dificil.
Em 13 de abril de 1998 Dolly gerou um filhote, a ovelha Bonnie, em um cruzamento habitual com um
carneiro Montés da raca Welch (David). Essa situacdo permitiu verificar que Dolly era fértil e capaz
de se reproduzir. Em 1999 ela gerou mais trés filhotes em uma Gnica gestacdo, mas houve problemas
e eles morreram. Em 2002 surgiu outra questdao importante, que foi o diagnéstico de uma forma
rara de artrite em Dolly (doenca ndo habitual em ovelha de cinco anos), seria esse, pois um sinal
de envelhecimento precoce? Qual seria a idade de Dolly? Uma infec¢do pulmonar ndo controlada
comum em animais velhos mantidos em confinamentos, fez com que os pesquisadores optassem em
14 de janeiro de 2002, por submeter Dolly a uma eutanasia, para evitar o seu sofrimento.

Texto extraido de:

Dalva Alves das Neves (2010) Clonagem Reprodutiva. NASCER E CRESCER Revista do Hospital de
Criancas Maria Pia. ano 2010, vol XIX, n.2 1

Disponivel em <http://repositorio.chporto.pt/bitstream/10400.16/670/1/v19n1artPAB.pdf>;
Acessado em 22/11/2014.

A palavra clone surgiu na lingua inglesa no inicio do século XX, para identificar
individuos idénticos geneticamente. Ela se origina palavra grega Khon, que quer dizer broto de
um vegetal.

De acordo com a Lei de Biossegurancga (art.32, VIII, da Lei 11.105/2005), a clonagem é
definida como “o processo de reprodugdo assexuada, produzida artificialmente, baseada em

um Gnico patrimonio genético, com ou sem utilizagdo de técnicas de engenharia genética”.
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A clonagem para fins reprodutivos, por sua vez, tem finalidade de obtencdo de um individuo
(art.32,1X, da Lei 11.105/2005). Assim sendo, é necessario distinguir entre clonagem reprodutiva
e clonagem nao reprodutiva (ou clonagem terapéutica).

A clonagem pode se dar por: (a) divisdo embrionaria, em que ha obtengdo de dois ou
mais embrides a partir da excisdo de um embrido original ou de blastdbmeros dele isolados.
Os produtos resultantes sdo clénicos entre si, diferindo de seus progenitores; (b) transferéncia
de nlcleos de uma célula somética (diploide) a um 6vulo ou zigoto enucleado (sem o ntcleo
haploide)'. Esse zigoto dard origem a um embrido in vitro, que podera ser congelado ou
descartado para gerar células embrionarias em cultivo, apresentando potencial de formar um

individuo, se reimplantado no Gtero de uma mulher.

CLONAGETT REFRODUTIVA

CLONAGEM REPRODUTIVA

Ovulo sem nucleo

Embridao
com células
totipotentes

Nucleo da célula
somatica retirada
do doador

Clone

Discutir clonagem reprodutiva é gerar varios questionamentos favoraveis e desfavoraveis
em niveis sociais, éticos, religiosos e biolégicos (Tabela 2).

13 Disponivel em  <http://www.conpedi.org.br/manaus/arquivos/anais/bh/denise_hammerschmidt.pdf>;
Acessado em 24/01/2015.
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Tabela 2 - Diferentes questionamentos referentes a Clonagem Reprodutiva

Pontos Favoraveis Pontos desfavoraveis

Direito a liberdade de reproducéo, o que - Odireito de todo ser humano de ser concebido
Contornaria problemas de infertilidade; por processos naturais de sua espécie;
Possibilidade de evitar riscos de transmitirao - Perigo de causar no individuo importantes
descendente uma doenca hereditaria grave; alteragoes genéticas;

Risco de aumentar a fragilidade imunolégica da
espécie humana ao suprimir a recombinagao
genética;

Violacao a dignidade humana na criagao de
individuos mediante clonagem;

Questionavel contetido ético da experimentagao
destinada a criar seres humanos;

Numerosos problemas que a clonagem gera na
area da filiacao humana, entre muitas outras;
Risco da destruicdo da identidade genética do ser
humano, de se herdar um material genético intacto.

A definicao de identidade genética esta relacionada com o genoma de cada individuo e
com as bases biolégicas de sua identidade. A individualizacao de um novo ser requer unicidade,
a exemplo de gémeos monozigéticos produzidos pela divisdao de um embrido original, que é
o Gnico caso possivel da identidade genética entre os individuos humanos, além da clonagem
por transferéncia dos nucleos (clonagem reprodutiva), e unidade, realidade positiva, que se

distingue de toda outra, isto €, a de ser um so6.

De 21 de outubro a 12 de novembro de 1997 a Declaraciao Universal sobre o Genoma Humano e
os Direitos Humanos foi apresentada para adocao na 292 sessao da Conferéncia Geral da Unesco.
Em seus Artigos 1 e 2 rezam sobre a Dignidade Humana e o Genoma Humano.

Artigo 1 - O genoma humano constitui a base da unidade fundamental de todos os membros da
familia humana bem como de sua inerente dignidade e diversidade. Num sentido simbélico, é o
patriménio da humanidade.

Artigo 2 —

a) A todo individuo é devido respeito a sua dignidade e aos seus direitos, independentemente de
suas caracteristicas genéticas.

b) Esta dignidade torna imperativa a nao redugao dos individuos as suas caracteristicas genéticas
e ao respeito a sua singularidade e diversidade..

Disponivel em <http://unesdoc.unesco.org/images/0012/001229/122990por.pdf>; Acessado em
24/01/2015.
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No dia 16 de Outubro de 2004, no decurso da sua 322 sessdao, a Conferéncia Geral da UNESCO
aprovou por unanimidade e aclamacdo a Declaracao Internacional sobre os Dados Genéticos
Humanos. Em seu Artigo 32, versa sobre a Identidade da pessoa nos seguintes termos:

...Cada individuo tem uma constituicao genética caracteristica. No entanto, ndo se pode reduzir a
identidade de uma pessoa a caracteristicas genéticas, uma vez que ela é constituida pela intervencao
de complexos factores educativos, ambientais e pessoais, bem como de relagées afectivas, sociais,
espirituais e culturais com outros individuos, e implica um elemento de liberdade.

Disponivel em < http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/declaracao_inter_dados_genericos.
pdf>; Acessado em 24/01/2015.

A clonagem reprodutiva encontra-se proibida expressamente na Declaragdo Universal
sobre o Genoma Humano e os Direitos Humanos da UNESCO (art.11); no protocolo adicional
do Convénio sobre Direitos Humanos e Biomedicina (art.12); na Constituicao europeia em seu
artigo I -63.2; e na Declaragdo das Nagdes Unidas sobre Clonagem Humana 59/280, de 8 de

margo de 2005, bem como em outros documentos.

PARA REFLETIR

[...] O professor e pesquisador Fermin Roland Schramm alinha-se com os que defendem a existéncia de
uma distincao objetiva existente entre dois tipos de identidade: a identidade genética (ou biolégica) e a
identidade pessoal (ou antropoldgica). A primeira € resultante do fato de o individuo ser um organismo
biologico, estudado pelas ciéncias biolégicas. A segunda € resultante do fato de o individuo ser racional
e autbnomo, ter consciéncia propria, ou seja, ser uma pessoa estudada pelas ciéncias humanas e
pela filosofia. E conclui:

“Assim, um clone perfeito pode ser idéntico a seu ‘genitor’ em termos biolégicos (pois compartilha o
mesmo DNA), mas ndo do ponto de vista ‘pessoal’. A Segunda condi¢ao exigiria uma sinergia altamente
improvavel de inimeras condi¢des idénticas: o mesmo tipo de experiéncias, o mesmo tipo
de ambiente e uma coincidéncia no espago-tempo com o ‘outro’, algo impossivel tanto do ponto de
vista fisico quanto do légico. [...] Usando a linguagem da l6gica moderna, diz-se que dois individuos (o
‘clonavel’ e o ‘clonado’) podem ter a mesma identidade genérica, definida pelas caracteristicas comuns
a mesma classe de ‘objetos’ Homo sapiens sapiens, mas nunca terdo a mesma ‘identidade especifica’,
ou ' iPSCeidade’, um conceito filosofico, antropolégico e psicolégico.

Portanto, um clone de Chopin, ndo sera necessariamente um novo Chopin, pois “ao clonar caracteristicas
genéticas, clona-se a biologia do individuo, ndo sua personalidade. Esta certamente sera influenciada
pela biologia, mas ndo pode ser reduzida a ela. Assim, esse conjunto de identidade formado pelo eu
mais suas circunstancias, [...] constitui a ‘pessoa’, necessariamente distinta do organismo biolégico
pertencente a espécie Homo sapiens sapiens”|...]

Texto de Edna Raquel R. S. Hogemann, Disponivel em <http://br.monografias.com/trabalhos/oprin/
oprin.shtml>; Acessado em 24/01/2015.

CELULAS-TRONCO E TERAFIAS GENICAS

[ )
e



Referéncias adicionais:

http://www.conpedi.org.br/manaus/arquivos/anais/bh/denise_hammerschmidt.pdf
http://repositorio.chporto.pt/bitstream/10400.16/670/1/v19n1artPAB.pdf
http://www.scielo.br/pdf/ea/v18n51/a16v1851.pdf

CLOMAGETT TERAFLUTICA

De acordo com a Lei 11.105/2005, a clonagem terapéutica é mencionada como
sendo “a clonagem com a finalidade de producdo de células-tronco embrionarias para
utilizacao terapéutica (art.32, X1)”, visando a investigagcdo basica ou clinica na reparagao de
tecidos ou 6rgaos danificados. Nesse caso, o nticleo somatico do paciente seria transferido
para um 6vulo enucleado™. O embrido clonado seria cultivado in vitro até o estagio de
blastécito, quando seria dissociado para a obtencdo de células tronco embrionarias na

figura.
CLONAGEM TERAPEUTICA ou TRANSFERENCIA DE NUCLEO

Ovulo sem nucleo

RoRCH:
\ |———9 Cel-ulas

totipotentes
Nucleo da célula

retirada do doador
\ Culturaem
Podem ser % laboratorio €=

reintroduzidas

no paciente
CX
CX S

Medula éssea Tecido nervoso Tecido cardiaco

14 Disponivel em http://www.conpedi.org.br/manaus/arquivos/anais/bh/denise_hammerschmidt.pdf;
Acessado em 24/01/2015.
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E importante ressaltar que uma das grandes possibilidades da clonagem terapéutica
é ser fonte de tecidos para transplantes. Um grande obstaculo para os transplantes de
tecidos e 6rgdos é a histocompatibilidade entre doador e receptor, e uma solugao para
evitar a questdo da rejeicdo do 6rgao seria a geracao de células-tronco embrionarias
geneticamente idénticas ao paciente por meio de transferéncia nuclear’.

A Lei de Biosseguranca (11.105/2005) permite, para fins de pesquisa e terapia, a
utilizacdo de células-tronco embrionarias obtidas de humanos produzidos por fertilizagao
in vitro e nao utilizados no respectivo procedimento (art.5%), atendidas as seguintes

condicoes:

I-  sejam embrides inviaveis; ou

ll- embrides congelados ha trés anos ou mais, na data da publicacido desta Lei; e
(c) ja congelados na data da publicacdo desta Lei, depois de completarem trés
anos, contados a partir da data de congelamento. [...] O texto integral da Lei esta
disponivel em <http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2004-2006/2005/lei/
[11105.htm>. Acesso em 15/04/2015.

Em ambos os casos discriminados acima, é preciso o consentimento dos genitores.

O Decreto n.5591/2005 que regulamenta os dispositivos da Lei 11.105/2005 dispoe
que sera considerado embrido congelado disponivel aquele que foi congelado até o dia
28 de margo de 2005 (3¢, XIV), fixando dessa maneira, o prazo legal, para utilizacdo dos
embrides humanos criopreservados.

Além disso, sabe-se que as células-tronco embrionarias sdao dissociadas na fase
do blastocito de um embrido humano clonado. Portanto, a obtencao de células-tronco
embrionarias envolve obrigatoriamente a destruicdo do embrido humano. Desse modo,
apesar da ndo criminalizacdo da clonagem terapéutica, constata-se que sua aplicacao
estaria condicionada ao disposto no artigo 52 da Lei 11.105/2005, que somente permite a
utilizacdo de células-tronco-embrionarias humanas excedentes das técnicas de fertilizacao
in vitro e ndo utilizadas no respectivo procedimento.

De acordo com essa perspectiva - e em uma interpretacao sistematica- teleologica'®,
o legislador, ao preceituar que a clonagem terapéutica tem por finalidade a producao de
células-tronco embrionéarias para utilizacdo terapéutica, condiciona o uso da clonagem
terapéutica aos limites de permissibilidade dispostos no artigo 5° da Lei 11.105/200555.
Na hipotese de descumprimento, o agente respondera pelo delito disposto no artigo 24
da Lei de Biosseguranca (“utilizar embriées humanos em desacordo com o que dispde o

art. 52, e nao pelo delito de clonagem, estabelecido no art. 26 da mesma lei).

15 ZATS, Mayana. Clonagem e Células-tronco. Estudos Avangados, v.18, n.51, p. 247-248, mai./ago. 2004.

16 Teleologico é um adjetivo que em filosofia, refere-se a argumento, conhecimento ou explicacdo que
relaciona um fato a sua causa final.
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Vale a pena assistir:
A lha

Sinopse do filme - O filme conta a histéria de Lincoln Six-Echo, um morador de uma colénia
humana muito bem controlada, em meados do século XXI. A Ilha é o Gnico lugar do planeta livre
da contaminagdo que os isolou naquela colénia. Porém, Lincoln descobre que todo o esquema
que conhece é uma mentira. Percebendo que sua vida corre perigo, ele e sua colega Jordan Two-
Delta fogem da col6nia e passam a ser perseguidos.

Titulo original: The Island, Distribuidor WARNER BROS, Ano de produgao 2004.
Atividade em sala sobre o filme

O professor pode criar um debate com os alunos acerca de questdes relacionadas com a clonagem
e a ética.

Questdes que podem ser abordadas:

1-  Gasta-se uma soma vultuosa de dinheiro nas pesquisas de clonagem. Que vantagens
podem vir dessa técnica?

2-  Que problemas as pessoas veem na clonagem, principalmente dos seres humanos?

3-  Que setores de nossa sociedade se mobilizariam para aceitar ou repudiar a clonagem?

Quais seriam seus argumentos?
4-  Assim como apresentado no filme, é justificavel a clonagem de um ser humano com a
finalidade de utilizar partes do corpo de um clone para salvar uma outra vida?

Ap6s o debate, pedir aos alunos que escrevam uma analise do filme e das questoes debatidas em
um texto dissertativo individual, mostrando sua posicao frente a clonagem.

CONTORNANDO O PROBLEMA ETICO DE
DESTRUICA0 DE EMBRIAQ

Visando contornar o problema do descarte de embriGes para obtengdo de células tronco
embrionarias, foi anunciada em 2007 a criacdo de células tronco pluripotentes induzidas (do
inglés, induced pluripotent stem cells - iPSCs) a partir de células somaticas de individuo adulto,

as quais foram reprogramadas para se tornar pluripotentes'”'®. A principio, essa tecnologia

17 Takahashi et al. (2007). Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by defined factors.
Cell 131, 861-872.

18 Yu et al. (2007). Induced pluripotent stem cell lines derived from human somatic cells. Science 318,
1917-1920.
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pode eliminar a necessidade de destruicdo de células embrionérias. A seguir sera abordado o
conteldo sobre as células /PSCs contudo, ndo deve ser esquecido que, ainda que seja possivel
obter células embrionarias sem destruir o embrido pela técnica de /PSCs, muitos embrides

ainda continuardo sendo descartados pela fertilizagao in vitro.
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CELULAS TRONCO
PLURIFOTENTES MDUZIDAS
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As células-tronco de pluripoténcia induzida sdo células obtidas a partir da expressdo de
fatores de transcri¢cdo' relacionados a pluripoténcia em células tronco embrionarias, permitindo
que uma célula somatica tenha seu estado diferenciado revertido a um estado semelhante ao
embrionario.

A reprogramacao in vitro de células somaticas, para a geragdao de /PSC ndo somente
contornaria os problemas éticos associados ao uso de células embrionarias, mas também
minimizaria potencialmente os riscos de rejeicdo imunolégica poés-transplante.

A descoberta da tecnologia das células /PSC foi fundamentada na hipétese de que a
reprogramacao nuclear é um processo conduzido por fatores solGveis que estao presentes no
ovocito e que desempenham papeis criticos na manutencao do estado pluripotente das células
tronco embrionérias.

Inicialmente, a geracdao de iPSC foi possivel pela combinacdo de quatro genes
relacionados a pluripoténcia, OCT4 (ou POU5F1), SOX2, KLF4 e C-MYC (OSKM), sendo que
esse se tornou o método mais comum aplicado na reprogramacao in vitro de células somaticas.
Embora essa combinacao original de fatores de transcricao seja a mais utilizada, células /PSC
podem ser obtidas utilizando-se diferentes combinag¢des desses mesmos fatores de transcricao,
ou ainda substituindo KLF4 e C-MYC por NANOG e LIN28.

Com relacdo as suas caracteristicas, Takahashi e colaboradores demonstraram que
essas células adquirem propriedades similares as das células tronco embrionarias com relacao
a morfologia, proliferacao, expressdao de alguns dos genes marcadores de células tronco
embrionarias e formacao de tumores contendo uma variedade de tecidos originarios dos trés
folhetos embrionarios apos o transplante subcutaneo destas células em camundongos NOD/
SCID, que témsistema imunolégico gravemente comprometido, mas ndo totalmente inoperante.
Esse resultado foi confirmado e expandido em uma série de trabalhos, utilizando diversos tipos
celulares animais e humanos, que estabeleceram que as células /PSC sao, em nivel molecular
e funcional, similares as células tronco embrionarias.

Em humanos, a reprogramacao tem sido realizada a partir de células de pacientes com
varias doencas neurodegenerativas como esclerose lateral amiotréfica (ELA)?, atrofia muscular
espinhal (AME)?', e doenca de Parkinson??, além de varias doengas genéticas de heranca
complexa ou Mendeliana. Varios grupos demonstraram que tipos celulares relacionados

19 Os fatores de transcri¢do sdo responsaveis pelo posicionamento correto da RNA-polimerase no promotor.
Eles ajudam na separagdo das fitas de DNA para permitir o inicio da transcricdo, e liberam a RNA-
polimerase do promotor quando a transcricdo se inicia. A expressdo dos genes relacionados com a
pluripoténcia reprograma as células somaticas para um estado mais progenitor/embrionario.

20 Dimos et al. 2008. Induced pluripotent stem cells generated from patients with ALS can be differentiated
into motor neurons. Science, 321(5893): p. 1218-21.

21 Ebert etal. 2009. Induced pluripotent stem cells from a spinal muscular atrophy patient. Nature, 457: p.
277-80.
22 Soldner et al. 2009. Parkinson’s disease patient-derived induced pluripotent stem cells free of viral

reprogramming factors. Cell, 136(5): p. 964-977.
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com uma doenca sdo diferenciados a partir de células /PSC e sdao capazes de reproduzir
fielmente os fendtipos das doencas. A descoberta das /PSC abriu uma nova possibilidade
para o desenvolvimento de modelos de doenca in vitro em humanos para a investigacao da
fisiopatologia e no auxilio ao desenvolvimento de drogas, sendo que esse, em curto prazo, é
um dos aspectos mais importantes dessa tecnologia.

Com um crescimento acelerado, a éarea da pluripoténcia induzida reconheceu a
necessidade de protocolos eficientes e reprodutiveis, que permitissem a geracdo de células
iPSC clinicamente seguras. Eficiéncia, reprodutibilidade e seguranca sdo determinados
principalmente pelos métodos utilizados para introduzir os fatores de transcricdo nas células
somaticas de interesse e pela extensdo das modificagdes gendmicas necessarias para a geragao

dessas células.

REFERENCIA

Texto extraido de: REIS, Luiza Cunha Junqueira. Geragado de células de pluripoténcia
induzida (/PSC) humanas utilizando vetores lentivirais e determinacdo do perfil de integracao
lentiviral. 2012. Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias Aplicadas a Farméacia) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.
Disponivel em: <http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/60/60135/tde-26022013-092913/>.
Acesso em: 23/11/2014.
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CELULAS TROTCO
ADULTAS



Na fase adulta, as células tronco persistem nos tecidos e tém as funcées de reparo
de lesdes e de regeneracdo tecidual nos individuos. Certa populagdo de células tronco é
mantida nos tecidos, porque muitas células adultas quando atingem sua diferenciagdo terminal
(aquisicao de suas caracteristicas finais), perdem a capacidade de divisdao mitética, morrem e
necessitam ser substituidas. Essas populacdes de células-tronco que persistem ao longo da vida
do individuo sdao denominadas células tronco adultas. As células-tronco adultas apresentam
potencial de diferenciacdo um pouco mais restrito que as células tronco embrionérias.

As células-tronco adultas estao presentes em praticamente todos os tipos de tecidos, no
entanto, seu nimero em relacdo aos outros tipos celulares é baixa, o que torna essas células
dificeis de identificar, isolar e purificar. Essas células ja foram isoladas de muitos tecidos e
6rgdos, tais como: tecido da polpa dentaria, tecido adiposo de lipoaspiragdo, sangue do cordado
umbilical, sangue menstrual, medula 6ssea, figado, tecido do cordao umbilical, etc.

Devido a sua fungdo de manutencdo de tecidos adultos e de resposta a lesées do
organismo, atribui-se as células-tronco adultas um grande potencial terapéutico no tratamento
das mais variadas injarias, como diabetes, doencas autoimunes, na hematologia, na oftalmologia
e na regeneracao de lesdes provocadas por acidentes. Devido a esse potencial, tais células tém
se tornado alvo de inGmeras pesquisas nos Gltimos anos, muitas das quais obtiveram resultados
promissores. Ao contrario das células tronco embrionérias, as células tronco adultas ndo formam
teratomas e nem tumores, o que as torna mais seguras para uma terapia celular.

Visando a terapia celular, existe um muito grande interesse no uso de células tronco

denominadas mesenquimais.

CELULAS-TRONCO MESENQUITTALS

No sangue humano é possivel isolar duas populagées de células tronco: uma que da
origem a todas as células que compde o sistema hoematopoético, que sdo as células tronco
hematopoéticas; e outra que foi denominada como mesenquimal, a qual é capaz de se diferenciar
em muitos tipos celulares, a saber, osteoblastos, condroblastos, adipécitos, neurdnios, etc. Dado
a seu potencial na terapia celular e visando a uma padronizacdo dessas células, a Sociedade
Internacional de Terapia Celular (International Society for Cellular Therapy) ** propds trés critérios
basicos para que células possam ser definidas como sendo células-tronco mesenquimais. Elas
devem ser:

1-  plastico-aderentes caso mantidas em condic¢des basicas de cultura;

2-  positivas para os marcadores CD105, CD73 e CD90 e negativas para CD45, CD34,

CD14 e CD11b, €;

23 Dominici M, Le Blanc K, Mueller |, Slaper-Cortenbach 1, Marini F, Krause D, et al. Minimal criteria for
definig multipotent mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy position
statement. Cytotherapy. 2006;8(4):315-7
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3-  capazes de se diferenciar em fibroblastos, osteoblastos, adip6citos e condroblastos

quando expostas /n vitro a agentes indutores quimicos.

Essas células estdao sendo testadas em terapias de medicina regenerativa e seu potencial
para formar osso, cartilagem e tecido adiposo, tanto in vivo quanto in vitro, tem sido bem
documentado. Porém, sua plasticidade ndo se limita a derivacdes mesenquimais. Relatos tém
sugerido que as células tronco mesenquimais podem se diferenciar em neurénios, mioblastos,
e cardiomibcitos. Varios estudos tém mostrado que células com caracteristicas precursoras
mesenquimais podem também ser isoladas a partir da medula 6ssea de muitos mamiferos tais

como: roedores, felinos, canideos e suinos.
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TERATTA CELULAR

Danielle Luciana Aurora Soares do Amaral
Doutoranda do Programa de P6s-graduacao em Ciéncias Biologicas

Universidade Federal de Juiz de Fora



Agora que o cenario sobre células tronco foi apresentado e os conceitos em relagdo a
elas foram construidos, vamos passar a abordar a Terapia Celular.

De acordo com o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Terapia Celular
(INCTC)*, a terapia celular, por definicido minima, compreende a utilizacdo de células com
objetivos terapéuticos. Essas células podem ser usadas das mais diferentes maneiras: injetadas
endovenosamente para exercerem acoes sistémicas ou atingirem 6rgaos e tecidos protegidos,
como a medula 6ssea ou o sistema nervoso central; usadas localmente ou injetadas diretamente
no tecido ou 6rgdo comprometido com o objetivo de promover algum efeito benéfico
regenerativo ou protetor.

As células usadas para fins da terapia celular podem variar amplamente com relacao
ao seu estado de maturagdo e diferenciacdo. Podem ser utilizadas células maduras do sangue
periférico como eritrocitos, leucocitos e plaquetas como acontece, por exemplo, nas transfusées
sanguineas, ou ainda linfécitos ou células dendriticas sensibilizadas in vitro nas chamadas
vacinas celulares; como também podem ser utilizadas células tronco ou células progenitoras
com o objetivo de promover o reparo ou mesmo a total substituicdo de um tecido ou 6rgao
lesado. Neste Gltimo caso temos o exemplo, consolidado por mais de 40 anos de experiéncia,
dos transplantes de células-tronco hematopoéticas derivadas da medula 6ssea, do sangue
periférico ou do sangue do corddo umbilical e que sdo capazes de reconstituir todo o sistema
hematopoético.

Uma das principais questdes a ser abordada é a dose de célula a ser transplantada em
um paciente, o que proporcionaria um tratamento bem sucedido. Assim como ocorre com o0s
medicamentos, deve haver uma correlacdo entre o nimero de células e o peso corporal do
paciente. De acordo com a literatura, ndo existe um consenso entre os pesquisadores sobre a
dose de células necessaria.

Atualmente, as células mais utilizadas nesse tipo de terapia sdo células tronco
hematopoiéticas presentes no sangue do cordao umbilical e da medula 6ssea e, em alguns casos,
no sangue periférico. O sangue do corddo umbilical humano tem sido reconhecido como uma
fonte rica de células progenitoras hematopoiéticas primitivas e comprometidas. Além disso, a
disponibilidade geral e a facilidade de aquisicdo fazem com que o cordao umbilical seja uma
fonte alternativa muito atraente de células hematopoiéticas transplantaveis. Estudos sugerem
que, em fungdo do niimero de células progenitoras presentes no sangue do corddo umbilical,
essas células s6 podem ser transplantadas com restricdes em criancas e em alguns adultos,

pesando até 40 kg de peso corporal®.

24 Disponivel em <http://lgmb.fmrp.usp.br/inctc/>; Acessado em 18/01/2015.

25 Fernando de Sa Silva, Paula Nascimento Almeida, Jodo Vitor Paes Rettore, et al., “Toward Personalized
Cell Therapies by Using Stem Cells: Seven Relevant Topics for Safety and Success in Stem Cell
Therapy,” Journal of Biomedicine and Biotechnology, vol. 2012, Article ID 758102, 12 pages, 2012.
doi:10.1155/2012/758102
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ADITINISTRACAO DAS CELULAS-TRONCO
[TESENQUITIALS

Existem varias davidas em relacdo a administracdo das células tronco, tais como o

momento da injecdo das células, o nimero de células injetadas e o sitio de injecao®. Shenk
e colaboradores demonstraram que grande niimero de células injetadas precocemente apos
um evento isquémico resulta em melhores indices de fixagdo. As células tronco mesenquimais
demonstraram se fixar melhor ao miocardio quando injetadas no primeiro dia ap6s o infarto
agudo do miocardio, comparativamente a injecao no 14¢ dia, sugerindo que essas células
agem especificamente em resposta a isquemia®’.

O meio de administracdo das células-tronco mesenquimais também pode influenciar o
caminho (ou enderegcamento ou Homing) que essas células percorrem até atingir o 6rgao-alvo,
sejam injetadas por via subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, etc. Para entendermos melhor
por que muitas pesquisas investigam o comportamento de enxertia das células tronco em
diferentes vias de inoculacido, abordaremos no Quadro 2 sobre a inoculacdo de medicamentos

e drogras para se ter uma ideia das vantagens e desvantagens de cada via.

Quadro 2 — Vias de inoculacio e suas caracteristicas

Vias de inoculacao Observacoes

Intravenosa - Menos invasiva;

Solugdes ndo irritantes com pH neutro;

Administracdo: Diretamente na circulagdo sanguinea;
Pico de concentracdo plasmatica: Poucos minutos apos a
administracao;

Ré4pida distribui¢do no organismo

Intraperitoneal - Administracdo de grandes volumes de substancias na forma
liquida;

Absorcdo em tecidos e 6rgdos da cavidade peritoneal;
Desvantagem: parte da droga é absorvida pela circulacao portal
causando alteracdo na dosagem administrada.

26 Fonte: SOUZA, Cristiano Freitas de et al. Células-tronco mesenquimais: células ideais para a regeneragao
cardiaca?. Rev. Bras. Cardiol. Invasiva, S3o Paulo, v. 18, n. 3, 2010. Available from <http://www.
scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=52179-83972010000300019&Ing=en&nrm=iso>. access on
19 Jan. 2015. http://dx.doi.org/10.1590/52179-83972010000300019.

27 Schenk S, Mal N, Finan A, Zhang M, Kiedrowski M, Popovic Z, et al. Monocyte chemotactic protein-3 is
a myocardial MSC homing factor. Stem Cells. 2007;25(1):245-51.
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Intramuscular - Pequenos volumes, para preparagdes que formem precipitado ou
apresentem irritacdo aos tecidos
Libera a droga na corrente sanguinea aos poucos

Subcutanea - Utilizada para absor¢do mais lenta que na via intramuscular;
Produtos implantados: absorcao lenta e gradual;

Locais de administracao:

- Regido dorso lateral do pescogo

- Ombro

- Flancos

Intradérmica - Administracdo de pequenas quantidades de droga entre as
camadas da pele;

A eficiéncia de absorcdo aumenta de acordo com o veiculo de
preparagao:

- Oleo

- Emulsdo de 6leo em 4gua

- Solventes organicos

Desvantagem: variagao de permeabilidade da epiderme entre as

espécies

Intracraniana - Insercao de drogas diretamente no cérebro

Nao existe uma traducdo para o portugués da palavra em inglés Homing®, mas essa
palavra pode ser entendida como a distribui¢do ou o enderecamento das células tronco dentro
do organismo. Embora esse processo ainda ndo esteja totalmente esclarecido, muito se tem
investigado a respeito da mobilizacdo de células tronco mesenquimais nativas e do homing das
células tronco mesenquimais exégenas infundidas por diversas vias em resposta a um insulto
isquémico/inflamatorio.

Diversos estudos demonstraram a capacidade de as células-tronco mesenquimais
migrarem e se dirigirem para determinados 6rgaos e tecidos e enxertarem os mesmos. Allers e
colaboradores® avaliaram a distribuicao de células-tronco mesenquimais humanas ap6s infusao
venosa em ratos adultos ndo condicionados previamente. Nesse estudo, foi demonstrado que
as células-tronco mesenquimais eram capazes de enxertar a medula 6ssea, o bago e os tecidos
mesenquimais desses animais. Devine e colaboradores®® avaliaram também a distribuicao
das células tronco mesenquimais em outros 6rgaos apods infusdao venosa em babuinos. Seus

resultados com células tronco mesenquimais alogénicas assim como com as autélogas foram

28 Karp JM, Leng Teo GS. Mesenchymal stem cell homing: the devil is in the details. Cell Stem Cell.
2009;4(3):206-16.

29 Allers C, Sierralta WD, Neubauer S, Rivera F, Minguell JJ, Conget PA. Dynamic of distribution of human
bone marrow-derived mesenchymal stem cells after transplantation into adult unconditioned mice.
Transplantation. 2004;78(4):503-8.

30 Devine SM, Cobbs C, Jennings M, Bartholomew A, Hoffman R. Mesenchymal stem cells distribute to a wide
range of tissues following systemic infusion into nonhuman primates. Blood. 2003;101(8):2999-3001.
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obtidos enxertando diversos tecidos, com nivel de fixacdo variando entre 0,1% e 2,7%. Tais

dados corroboram a ideia de que as células tronco mesenquimais participam da reposicao

celular em uma variedade de tecidos, preferencialmente em tecidos que sofreram injaria.

TIPOS DE ENXERTOS

Na medicina, um enxerto é um procedimento cirGrgico para transplantar células e/ou tecidos sem
nutricao sanguinea.

O enxerto autdgeno €, ainda, a referéncia (padrao ouro ou gold standard) devido a vantagens
biologicas, por possuir alto poder integrado e preencher adequadamente os requisitos referentes
a estrutura de arcabougo, essencial para a regeneragdo tecidual. As células tronco do préprio
individuo / paciente podem ser obtidas de varios locais do corpo e, como sdo do proprio
individuo, ndo apresentam rejeicao. Porém, uma série de inconvenientes, como um maior periodo
de convalescenga, morbidade e susceptibilidade a infecgoes no sitio doador e a reabsorcdao
progressiva e constante do enxerto, estimulou a busca de novos materiais para substituir esse tipo
de enxerto.

O enxerto alégeno é obtido de outro individuo da mesma espécie, tendo como desvantagem
a possibilidade de rejeicao das células do doador por parte do organismo do receptor, além da
possibilidade de transmissdao de doencas, como por exemplo a AIDS ao receptor.

No enxerto xendgeno, o doador é de espécie diferente da do receptor. Esse tipo de enxerto é
de facil aquisicdo, baixo custo e com processamento mecanico e quimico adequados, apresenta
resultados promissores.

ATIVIDADE ITUNOSSUTTESSORA DA

processos inflamatérios e tumorais quando administradas /n vivo. Por esse motivo, essas células

podem ser utilizadas em situagcées clinicas como terapia regenerativa, tratamento da doenga do

CELULAS TRONCO MESENQUITTALS!

As células-tronco mesenquimais possuem a capacidade de se acumular ao redor de

enxerto contra hospedeiro e terapia génica para o cancer.

celulares tanto do sistema imune inato como do sistema imune adaptativo, tais como células

Atualmente sabe-se que as células-tronco mesenquimais podem imunomodular tipos

dendriticas, células Natural Killer, neutréfilos, linfocitos T e B, e células T regulatorias.

31

SOUZA, Cristiano Freitas de et al. Células-tronco mesenquimais: células ideais para a regeneragdo
cardiaca?. Rev. Bras. Cardiol. Invasiva, Sdo Paulo, v. 18, n. 3, 2010. Available from <http://www.scielo.br/
scielo.php?script=sci_arttext&pid=52179-83972010000300019&Ing=en&nrm=iso>. access on 22 Jan.

2015. http://dx.doi.org/10.1590/52179-83972010000300019.
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Na presenca de células-tronco mesenquimais, as células dendriticas maduras diminuem
a expressdo de moléculas de superficie, tais como MCH I, CD11¢c, CD83 e moléculas
coestimulatorias, além da diminuigdo da secrecdo de IL-12. A diminui¢do da expressao dessas
moléculas e da secrecdo dessa citocina prejudica a apresentagdo antigénica por essa célula.

Ainibicdo de células T por células-tronco mesenquimais leva a diminuigdo da producao
de INF-¥ tanto in vitro como in vivo e ao aumento da producdo de IL-4, caracterizando uma
alteracdo no perfil da reposta imune de pré-inflamatério para anti-inflamatoério.

A maioria dos estudos realizados até o momento concorda que ha participagdo de fatores
solGveis envolvidos na imunossupressao, uma vez que o uso do sistema transwell (sistema que
separa polimorfonucleares das célulastronco mesenquimais por uma membrana semipermeavel)
ndo impede a inibi¢do da proliferagdo. Esses resultados também deixam claro que, para ocorrer
imunossupressdo, ndo é necessario o contato célula-célula.

Dentre os fatores soltveis secretados pelas células-tronco mesenquimais objetivando a
imunomodulacido destacam-se: fator de crescimento transformante, fator de crescimento dos
hepatocitos, indoleamina 2,3dioxigenase, prostaglandina 2 e 6xido nitrico.
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DIOENGEIHNRIA
TECIDUAL



Existe uma grande demanda para a restauracdo de tecidos lesionados em todo
o mundo. Para superar esses problemas muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas na
area de bioengenharia tecidual que envolve a introducdo de células/ou agentes bioativos
(fatores de crescimento, hormonios, etc.) com o auxilio de biomateriais (do inglés,
scaffolds) tridimensionais biodegradaveis.

Os biomateriais sdo componentes chaves na engenharia tecidual, uma vez que
agem como substratos temporarios para a ancoragem de células que irdo originar os
novos tecidos. Esses materiais podem carrear fatores solGveis e insolGveis que modulam
a funcdo celular local. A forma como as células interagem com os biomateriais afeta seu
comportamento: forte adesdo celular e forma afilada estdao associados com a proliferagao,
sendo que outras células devem ter a forma arredondada para desempenhar suas funcoes
especificas. Baseado na morfologia celular, a relacdo espacial das células com sua
matriz extracelular é importante para a correta fungao celular. O uso de biomateriais
tridimensionais pode induzir a migracdo e proliferacdo celular sem prejudicar funcdées
importantes para a diferenciagdo.

Os biomateriais tridimensionais podem ter macroporos (> 10um) ou podem ser
hidrogéis permeéaveis. Existem biomateriais pré-formados que podem ser mais compativeis,
pois estes podem ser lavados com &gua por varios dias para a remocado de residuos

toxicos.

|. PROPRIEDADES DOS BIOMATERIAIS

A. Biocompatibilidade

Os materiais biodegradaveis, a exemplo os utilizados em aplicagdes ortopédicas,
devem ser primeiramente biocompativeis, sendo esta caracteristica importante para serem
evitadas respostas inflamatorias. Fatores envolvidos com a biocompatibilidade (estrutura
quimica, fisica e morfolégica de superficie do polimero) podem ser afetados pelo processo
de sintese ou pelas técnicas de processamento dos biomateriais. Os residuos como
estabilizadores, solventes organicos podem comprometer a biocompatibilidade. Além disso,
como os biomateriais degradam in vivo, os produtos dessa degradagcao também devem ser
biocompativeis. Por exemplo, a liberacdo de alguns componentes acidos de biomateriais
pode causar necrose ou inflamacao pela alteragdo de pH local.

B. Propriedades mecanicas

Algumas caracteristicas mecanicas devem ser consideradas em materiais ortopédicos,
tais como compreensdo, tensao, torcdo e dobramento. Na escala microscopica, a tensdo
local do polimero pode afetar a tensdo mecanica gerada pelo citoesqueleto celular que
controla a forma e a funcdo celular. Por exemplo, superficies rigidas podem causar a

inducdo do citoesqueleto acarretando a divisdo celular.
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C. Promocao da formacao tecidual

A formacao de tecidos depende da porosidade, permeabilidade, tamanho e estrutura
do poro bem como do tempo de degradacao dos biomateriais. Poros com uma grande relacao
area/volume sdo necessarios afim de maximizar o espaco de crescimento de células e para o
estabelecimento da matriz extracelular. Pequenos poros sdo necessarios para que se alcance
uma alta area de superficie por unidade de volume e pelo didmetro da célula em suspensao
ter tipicamente 10pum. Entretanto, grandes poros facilitam a migracdo, o crescimento celular
e a producdo de ECM. Poros interconectados facilitam a difusdo de nutrientes e remocao de
metabdlitos que aumentam a viabilidade das células e do nGcleo das construcdes teciduais.

Ataxa de degradagado dos biomateriais é alterada por muitos fatores tais como a estrutura
e peso molecular que compde os materiais. A sua estrutura (taxa superficie-volume, porosidade,
tamanho do poro, estrutura de poro) influencia em sua geometria. A quantidade de cargas
mecanicas e a taxa de metabolismo afetam o tempo de degradacdo desses biomateriais. A
erosdo da superficie determina a degradacdo em camadas, fazendo com que os produtos sejam
liberados gradualmente.

D. Esterilizacao
Os materiais ortopédicos devem ser facilmente esterilizados, para se prevenir a infeccao,
porém, esse processo ndo deve alterar a bioatividade ou a composi¢do quimica dos materiais.

E. Processamento/Produto Final
Os biomateriais utilizados na engenharia tecidual podem ser produzidos em larga escala,
desde que possuam uma longa vida de prateleira.

F. Tempo de ambientacao/mudanca de temperatura
Alteracdes de temperatura devem ser minimizadas no processo de armacao do tecido,

para que os danos teciduais sejam minimizados.

G. Viscosidade/facilidade de manuseio
A propriedade de viscosidade deve ser balanceada entre a necessidade de o material

permanecer no sitio de injecdo e a necessidade de o cirurgido manipular facilmente o implante.

Il APLICACOES DOS BIOMATERIAIS

A presenca de biomateriais tridimensionais possibilita a regeneragdo, uma vez que
promove a migracdo e a proliferacdo das células desejadas. Porém, em muitos casos a
implantacdo apenas do biomaterial ndo é suficiente para a completa regeneracao ortopédica.
Desse modo, muitas pesquisas estao utilizando biomateriais para carrearem ECM, células, ou
outros fatores pra melhorar a quantidade e qualidade dos tecidos formados.
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A. Suportes a base de Matrizes Extracelulares

Matrizes Extracelulares (ou analogos) podem ser criadas pela pré-cultura de biomateriais
com células autogénicas em biorreatores ou a partir de combinagées de materiais naturais e
sintéticos. Muitas pesquisas tém utilizado hidrogéis que sdao menos rigidos que outros tipos de

materiais.

B. “Entrega” ou “Distribuicao” das células no organismo

Neste processo uma biopsia é obtida e as células sao expandidas em cultura e semeadas
em biomateriais apropriados. Essa associagdo de células e biomateriais pode ser transplantada
para o paciente imediatamente ou ap6s permanecer um longo tempo em cultura. Experimentos
em ratos sugerem que biomateriais compostos por um biomaterial (poly DL-lactic-acid-co-
glicolic acid) propiciam a proliferagado e diferenciagdo de células tronco mesenquimais de ratos
quando implantadas no mesentério por dois meses, resultando na formagdo de uma matriz

mineralizada.
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CONCEITO

Terapia génica, Terapia genética ou Geneterapia € a insercao de genes nas células e tecidos de

um individuo para o tratamento de uma doenca; em especial, doengas hereditarias, ou seja,
aquelas em que o DNA sofreu mutacao, gerando genes que resultam em uma pior qualidade
de vida. A terapia genética visa a suplementar com alelos, ou genes, funcionais aqueles que
sdo defeituosos®?.

v DD Terapia Génica ex vivo

Copias do gene terapéutico

j Gene inserido dentro (2) Células alvo
do DNA viral retiradas do paciente

% Células crescem
em cultura

3)
Células em cultura
sao infectadas com | mmm—
virus geneticamente

alterados

Amostras de células (4) As células sao
alvos do paciente reintroduzidas no
estao agora corpo do paciente

geneticamente
modificadas com o
gene terapéutico

(5) Dentro do corpo

do paciente, as

células alteradas
produzem as proteinas
desejadas e funcionais,
codificadas pelo DNA
terapéutico

Em 1990 foi feito o primeiro tratamento utilizando-se terapia génica. Os primeiros
pacientes foram duas criangas portadoras de imunodeficiéncia combinada severa, com sucesso
parcial no procedimento. Dez anos depois, em junho de 2000 foi estabelecido um importante
marco no desenvolvimento de pesquisas relacionadas a genética humana: o sequenciamento do
genoma humano. As pesquisas concluiram que possuimos trés bilhdes de pares de nucleotideos
distribuidos em nossos 24 cromossomos.

A partir de entdo intensificou-se a busca de genes relacionados a caracteristicas normais

ou patologicas, abrindo caminhos para a aplicagdo dos principios da medicina gendmica (na

32 Disponivel em http://www.institutonanocell.org.br/terapia-genica-com-celulas-tronco-humanas-segura-e-
eficaz/; Acessado em 22/01/2015.
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qual se inclui a terapia génica), que podem modificar os procedimentos médicos no diagnoéstico
e tratamento de vérias doencas e onde se inclui a terapia génica. Até janeiro de 2014 em torno
de 2000 testes clinicos envolvendo terapia génica foram completados®® e até 2012 a maior
parte (64,4%) destes foi direcionada a curar o cancer®.

A terapia génica € a transferéncia de material genético, DNA, para as células de um
individuo com o objetivo de corrigir uma anormalidade genética existente. Esse DNA pode ser
expresso como proteinas, interferir na expressao de outros genes ou corrigir possiveis mutagées
genéticas, baseando-se no fato de que algumas doencas sdo causadas pela expressao excessiva
de alguns genes, levando a excesso de proteinas ou pela supressdao da expressao, levando a
diminuicdo ou falta de algumas proteinas. Em ambos os casos pode haver desenvolvimento de
enfermidades.

Aterapia génica ideal substituiria o gene defeituoso por um gene normal, porém realizar
esse procedimento em um ser humano é extremamente dificil. Por isso na maior parte das
vezes é feita a introducdo de um gene que deve ser reconhecido pelo organismo receptor e
expresso, sem que haja a remogao do gene defeituoso.

O principal tipo celular alvo da terapia génica é o constituido pelas células-tronco
do organismo. Isso por alguns motivos ja estudados anteriormente, como a capacidade de
dar origem a diferentes linhagens celulares, levando assim a o “novo” gene ndo defeituoso a
diferentes partes do corpo.

O gene de interesse, também chamado de transgene®, é transportado por um vetor
que carrega ainda outros elementos genéticos importantes para sua manutencdo e expressao.
A insercdo desse transgene pode ser feita tanto in vivo como ex vivo. Alguns virus podem ser

usados como carreadores ou podem-se usar principios fisicos e quimicos para a transferéncia.

1103 DL CAARREMDORES

Os carreadores do material genético para as células alvo da terapia sdo chamados
vetores, palavra de origem grega que significa “aquele que entrega”.

O vetor ideal deve possuir algumas caracterfsticas, como a capacidade de acomodar
transgenes de diferentes tamanhos, ndo causar resposta do sistema imune, nao ser toxico as
células, manter a expressao estavel do transgene, permitir o seu direcionamento para células ou

tecidos especificos e ser de baixo custo. As exigéncias sdo muitas e ainda ndo ha um vetor que

33 Gene Therapy Clinical Trials Worldwide Database The Journal of Gene Medicine, wiley.com., Retrieved 28
April 2014; Disponivel em http:/www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/; Acessado em 24/01/2015.

34 Ginn, Samantha L., et al. “Gene therapy clinical trials worldwide to 2012-an update.” The journal of gene
medicine 15.2 (2013): 65-77.

35 O termo transgene descreve um segmento de ADN que contenha uma sequéncia genética que tenha sido
isolada a partir de um organismo e introduzida depois num organismo diferente.
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reGina todas as qualidades necessarias, porém existem diferentes vetores, com caracteristicas
especificas para a finalidade desejada.

O DNA, material genético usado para transferéncia, esta geralmente contido num
plasmideo ou em um fragmento de interesse, o qual substitui o material genético de um virus
carreador, que é “enganado” e transfere o DNA de interesse no lugar de seu préprio material
genético, que seria responsavel pela patogenicidade desse virus. Devido a essa substituicao, tal
virus perde a capacidade de causar doenca no paciente.

Os métodos utilizados para insercdo desse material genético na célula ou no tecido
sao escolhidos de acordo com o tipo de célula, tempo de expressao desejada, tamanho do
transgene, entre outros fatores. Existem basicamente trés estratégias, que sao métodos fisicos,

quimicos e biolégicos, que encontram-se mais detalhados no Quadro 3.

Quadro 3: tipos de estratégias utilizadas para a transferéncia de material genético na terapia génica.

Tipo Estratégia Vantagens Desvantagem

Fisico Microinjecao, Requer baixa Requer m&do de obra
eletroporagdo e quantidade de DNA especializada;
biobalistica obtém de baixo nimero de

células transgénicas;

produz reacdo imune contra o

DNA;

Quimico Utilizacao de Alto nivel de Baixa eficiéncia;
compostos com carga | seguranca; Baixa reprodutibilidade;
positiva que se ligam | Baixo custo; Utilizacao in vivo limitada;
ao DNA que tem carga
negativa

Biologicos Uso de virus Elevado tropismo por | Pode haver mutagdao m no
desarmados células humanas; genoma hospedeiro apos a

insercao;

Silenciamento da expressdo do
transgene;
Tamanho do transgene

limitado;

Decidido o método de transferéncia a ser utilizado, deve-se escolher como a
administracao do material sera feita. Tal administracdo pode ocorrer de duas formas: in vivo
e ex vivo (Figura). Na administracdo /n vivo, o paciente recebe o vetor contendo material
genético diretamente em seu organismo e ele é carregado diretamente para as células alvo.
Ja no processo ex vivo, as células do tecido alvo sdo retiradas do organismo do paciente,

cultivadas in vitro, recebem o transgene e sao reimplantadas no paciente.
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In vivo

Vetor com -~ O

o genede
interesse
Introducéo ®
em virus ® @
Injecao InJ:egéo em
diretamente celu[as do
no paciente paciente

Reintroducéo
das células
do paciente

O desenvolvimento de técnicas que permitem e aprimoram a terapia génica ex Vvivo,
traz a possibilidade de aliar a terapia génica a terapia celular. Células-tronco do paciente
seriam tratadas com terapia génica a fim de corrigir seus defeitos genéticos, tendo, entdo, a

possibilidade de diferenciar-se em diversas linhagens teciduais.

ALVOS DA TERAFIA GENICH

Inicialmente a terapia génica tinha como foco doengas monogénicas, ou seja, aquelas
que sdo causadas por defeito em apenas um gene, como é o caso da hemofilia. Os portadores
dessa doenga ndo tém o fator de coagulacao, o que faz que até mesmo um pequeno corte possa
leva-las a sangrar até a morte. A substituicdo desse Gnico gene defeituoso por um funcional
poderia fazer com que o fator de coagulacdo voltasse a ser secretado no sangue do paciente,
resolvendo seu problema.

Além de doencas monogénicas, mais recentemente, doencas adquiridas durante a vida
como cancer, doencas do coracdo e infec¢cdes virais como a AIDS, também tém sido alvo de
terapia génica.

No caso do cancer, a terapia génica tem funcdo um pouco diferente da que existe
em sua aplicagdo no reparo de doencas monogénicas. Nesta, o objetivo é substituir um gene
defeituoso, mas, naquela, o gene inserido no paciente tem como objetivo diminuir a replicagdo
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apenas das células cancerosas ou incitar a resposta imune contra o tumor, ndo tendo como

principal objetivo a substituicao de um gene especifico.

QUAIIDO 0 EXCESSO [ 0 PROBLENMA

Até o momento discutimos a terapia génica como solucdo para a falta de alguma
proteina devido ao defeito de um gene, como no caso da hemofilia. Mas e quando o problema
é 0 excesso de um produto génico?

Por anos a ideia foi de que todo gene era transcrito em um mRNA que por sua vez, era
traduzido em protefnas, tendo estas sim teria funcdes regulatérias no organismo.

Em 1998, foi descoberto no nematoide Caenorhabditis elegans um mecanismo natural
de silenciamento génico, no qual um gene é transcrito em RNA, porém esse RNA nao precisa
ser traduzido em proteina para ser funcional. Este RNA, dupla fita, é funcional por si s6, capaz
de interferir na regulagcdo de fun¢des importantes no organismo. Tal mecanismo de regulagao
ficou conhecido como Interferéncia por RNA ou RNA interferente (RNAI).

Alguns anos mais tarde, em 2002, o mecanismo foi descrito também para mamiferos.
Basicamente, a partir de uma sequéncia de DNA, sdo transcritos pequenos RNAs dupla-fita e este
passam por uma série de processos sendo capazes de clivar RNAs mensageiros complementares
a eles (figura), podendo diminuir assim a quantidade de proteina produzida em até 80%.

| ~ €
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http://www.alnylam.com/our-approach/about-rnai/, acessado em 17/12/2014 as 16:41hs.

A descoberta desse mecanismo trouxe, entao, a possibilidade de silenciar ou diminuir a

expressao de genes prejudiciais, trazendo uma nova visdo sobre a terapia génica.
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FTICA NA TERAFIA GENICA

Tendo-se em vista o grande potencial da terapia génica, nos deparamos com questoes
éticas, como o limite para a manipulagdo génica. Logo podem surgir tentativas de selecionar ou
modificar caracteristicas fisicas por interesses simplesmente estéticos. Ainda ha a possibilidade da
tentativa de selecionar ou modificar embrides, em busca de um bebe perfeito.

A instrucdo normativa n.2 9 da Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio,
regulamenta normas sobre a intervencao genéticaem Seres Humanos. Tal normativa permite somente
a manipulacdo genética de células somaticas humanas, ndo sendo permitida tal manipulacdo em
células germinativas, ou seja, 6vulos ou espermatozoides.

E também estabelecido por lei que a terapia génica somente pode ser utilizada com os Gnicos
e exclusivos objetivos de corrigir defeitos génicos, tanto herdados quanto adquiridos, e de estimular
respostas imunes contra a expressao fenotipica de defeitos genéticos ou para prevenir a sua ocorréncia.

Todo tratamento que faca uso da terapia génica é considerado como pesquisa em Seres
Humanos e deve ser submetido as normas do Conselho Nacional de Satde, sendo sempre analisado
por um comité de ética capacitado a decidir sobre a viabilidade ou ndo de tal tratamento.

PROBLEIAS AINDA A0 RESOLVIDOS

A terapia génica vem sendo aplicada ao longo dos anos e é promissora. Ela tem avancado no
desenvolvimento de tecnologia, vetores de transferéncia, bem como tem aumentado a confiabilidade
da técnica. Porém nem todos os problemas foram resolvidos e alguns surgiram quando os testes
clinicos comegaram?®. Existem quatro barreiras®” para sucesso completo da técnica, a saber.

Entrega do vetor

Para que haja sucesso na terapia génica, primeiramente, o vetor de entrega contendo o gene
de interesse, deve ser capaz de atingir e integra-se no tecido de interesse. O vetor chegar a seu destino
depende de algumas variaveis como barreiras endoteliais, fluxo da corrente sanguinea, tamanho do
vetor e sua interacdao com as células hospedeiras. O ideal é que o vetor entregue o transgene somente
no tecido de interesse, pois como € sabido, tecidos diferentes expressam proteinas diferentes. O desafio
tem sido produzir vetores que sejam engenhados para serem reconhecidos por receptores especificos

de células especificas de um determinado tecido.

Local de insercao do transgene

Um dos problemas ainda n&o resolvidos na terapia génica € o local de insercdo do transgene.
Nao ha maneira eficiente de direcionar o gene, que é aparentemente, inserido de maneira aleatéria
NOS CroMOSSOMOsS.

36 Disponivel em http://www.ufsm.br/blg220/hide/terapgenproblemas.doc; Acessado em 24/01/2015.

37 Kay, Mark A. “State-of-the-art gene-based therapies: the road ahead.” Nature Reviews Genetics12.5 (2011): 316-328.
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Mas por que essa insercao aleatéria pode ser um problema?

Como ja discutido anteriormente, o objetivo da terapia génica é inserir um gene no organismo
para que ele possa ser expresso e, assim, suprir uma deficiéncia ou uma auséncia proteica. Como
acabamos de discutir, se um gene for inserido no DNA do hospedeiro ele sera expresso. Porém,
como essa insercdo é aleatéria pode ser que ocorra a inser¢do no meio de um gene funcional,
interrompendo a produgdo de uma proteina. A extensdo do dano causado, depende de qual gene
é afetado. Por exemplo, em um tratamento com terapia génica em criangas com imunodeficiéncia
severa combinada, duas das trés criangas tratadas desenvolveram leucemia trés anos apos receberem
o transgene. Os pesquisadores buscam genes que ndo sejam conhecidamente oncogénicos, visando
reduzir as chances do desenvolvimento de cancer. Sugere-se também que se busquem vetores que
sejam capazes de expressar o transgene sem que haja integracdo do gene no genoma do hospedeiro,
porém esta técnica teria a desvantagem de ndo resolver os problemas do paciente definitivamente, ja

que o transgene seria perdido durante as sucessivas divises celulares que ocorrem habitualmente.

Silenciamento do transgene

Vocé ja se perguntou por que, apesar de todas as nossas células terem o mesmo DNA, nem
todas expressam as mesmas proteinas? Por que elas tém funcdes tao diferentes? Um neurdénio e uma
célula epitelial ttm o mesmo DNA, mas tém fungdes completamente diferentes. Isso ocorre porque
0s genes que sdo expressos em diferentes células sdo diferentes (Figura). Cada tecido tem genes
especificos que sdo expressos nele, os genes especificos de outros tecidos sdo silenciados, por um

mecanismo chamado epigenética.
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Da mesma forma que genes enddgenos, ou seja, genes proprios podem ser silenciados,
um dos problemas relacionados a terapia génica é que o transgene também pode sofrer esse
processo de silenciamento, fazendo com que o transgene perca sua capacidade de beneficiar
o organismo. Como a maior parte das doengas requer um tempo de tratamento extenso, esse
problema é contornado pela readministracao do vetor que porta o transgene.

Resposta imune do hospedeiro

z

Um dos maiores problemas relacionados a terapia génica é o desenvolvimento de
resposta imune do hospedeiro contra o transgene e/ou o vetor que pode neutralizar a proteina
terapéutica. £ uma grande dificuldade para os pesquisadores prever possiveis respostas imunes
em humanos, pois muitas vias ndo sdo compartilhadas com animais modelo. Ou seja, em testes
de laboratério com animais ndo é possivel saber se aquele transgene ou vetor ira ativar, em
humanos, uma via de resposta imune que ndo existe no animal modelo.

Uma vez que a proteina é neutralizada, as chances de obter-se sucesso readministrando o
mesmo vetor sdo baixas, ja que o hospedeiro ja tem uma resposta imediata contra aquele vetor.

H& também problema no fato de grande parte dos vetores de entrega serem vetores
virais modificados. Desta forma, pacientes que ja foram expostos a uma forma selvagem do

virus, podem ja apresentar também uma resposta imune armada contra o vetor.
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