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No conjunto de crénicas apresentadas neste livro, investigadores
portugueses abordam um tema que tem revelado grandes avan-
cos cientificos e tecnolégicos no ambito da biomedicina: as células
estaminais. Estas cronicas ilustradas foram publicadas mensalmen-
te no jornal Didrio de Coimbra entre Dezembro de 2011 e Maio de
2012 e resultaram de um projeto de divulgacao cientifica designa-
do “Quero Mais e Melhores Células! Células Estaminais: O que
sdo? Onde estdo? Para que servem?”, uma iniciativa do Centro de
Neurociéncias e Biologia Celular, Universidade de Coimbra (CNC),
no ambito do Programa COMPETE - Média Ciéncia.

Este livro pretende contribuir para uma populacdo mais informada
que emitird opinides e tomard decisdes mais conscientes sobre a
aplicacao das células estaminais. Além disso, pretende-se que o lei-
tor tenha consciéncia que a investigacao cientifica em células esta-
minais esta a evoluir rapidamente e que, por vezes, esses estudos
estao até a desenrolar-se muito perto das suas casas, em laboraté-
rios portugueses.

Jodo Ramalho-Santos
Inés Aratjo

Luis Pereira de Almeida
Lino Ferreira

Cldudia Cavadas
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CELULAS
ESTAMINAIS:
7 MITOS
EVERDADES

Jodo Ramalho-Santos

Investigador do CNC - Centro de Neurociéncias e Biologia Celular;
e Professor Associado do Departamento de Ciéncias da Vida,
Universidade de Coimbra

1 — As células estaminais tém duas propriedades: auto-reno-
vacdo e capacidade de diferenciacdo. Por outras palavras, sao
capazes de formar quer novas células estaminais, quer outros
tipos de células.

2 - Alimportancia destas células é dupla. Permitem estudar os me-
canismos que levam uma célula a transformar-se noutra com uma
funcao especifica, e sugerem a esperanca de poder produzir células
para substituir outras que tenham sido destruidas por diferentes
patologias como a doenca de Parkinson, lesdes na espinal medula,
diabetes ou doencas cardiovasculares. E uma area de investigacao
muito promissora, havendo no entanto um longo caminho a per-
correr até terapias concretas, sendo necessario ter atencao a pu-
blicidade enganosa que promove intervencdes sem qualquer base
cientifica.

3 - Um pormenor importante a reter é que as células estaminais
nao sao todas idénticas. Ha varias com diferentes propriedades e
caracteristicas. Umas podem dar origem a todos os tipos de células

que existem no organismo, outras apenas a alguns. As primeiras
designam-se pluripotentes, as segundas multipotentes.

4 — As células estaminais pluripotentes ndo existem no organismo
adulto. Podem ser obtidas a partir de embrides (células estaminais em-
brionarias) ou da transformacao de células de um organismo adulto
modificadas em laboratério (células pluripotentes induzidas, ou iPS).
Embora ndo haja terapias comprovadas com células pluripotentes, as
células iPS teriam a vantagem de poder ser geradas a partir de células
de um paciente concreto, evitando recurso a dadores ou embrides.

5 — Existem células estaminais em varios locais do organismo adul-
to, sobretudo em locais que necessitam de uma renovagao con-
tinua, sendo as mais conhecidas as da medula 6ssea (produtoras
de células sanguineas), da pele ou do aparelho digestivo. Mas ha
também células estaminais no tecido adiposo (gordura), e em al-
guns locais dos sistemas muscular e nervoso, incluindo regides do
cérebro. Por outro lado, existem igualmente células estaminais em
tecidos fetais como o corddo umbilical e o fluido amnidtico. Estas
células estaminais sdo todas multipotentes.

6 — Os tratamentos propostos a base de células estaminais também
nao sdo equivalentes. Em termos de aplica¢des clinicas concretas,
as células estaminais produtoras de sangue adultas e do cordao
umbilical sdo utilizadas em terapias com o objetivo de repor o siste-
ma sanguineo, por exemplo apos tratamento oncolégico. Os trans-
plantes de medula éssea sdo na verdade transplantes de células
estaminais. A sua utilizacdo para tratar outros quadros clinicos que
ndo impliquem a formacdo de sangue tem vindo a ser testada, mas
estas aplicagdes sdo ainda experimentais. O mesmo é vélido para a
utilizacao de outros tipos de células estaminais. Dada a quantidade
de informacao disponivel, nem toda fidedigna, é crucial contactar
entidades crediveis antes de tomar decisdes.

7 — Como em todas as areas cientificas continuarao a fazer-se novas
descobertas, levando a revisao continua de conceitos.
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MENTE SA

EM CORPO
SAO: CELULAS
ESTAMINAIS NO
CEREBRO

Inés Araujo

Professora auxiliar do Dep. de Ciéncias Biomédicas e Medicina

da Universidade do Algarve; investigadora do IBB-CBME;

e colaboradora do CNC - Centro de Neurociéncias e Biologia Celular,
Universidade de Coimbra

Todos sabemos que o exercicio fisico faz bem em todas as idades.
O entusiasmo com que nos dirigimos ao gindsio ou ao Parque
Verde para uma caminhada de final de tarde é que nao é igual para
todos. E de acordo com a nossa maior ou menor vontade pessoal
em fazer “jogging” ou ir jogar uma partida de ténis, sentimos dife-
rente empatia pelas noticias que nos chegam da investigacdo sobre
o exercicio fisico: que faz bem, que faz mal, que s6 faz bem se for
feito voluntariamente, que aumenta o stress oxidativo, que aumen-
ta a esperanca de vida, etc.



A investigagcdo mais recente em modelos animais mostra que o
exercicio voluntario (o equivalente a correr numa rodinha, para
um rato de laboratério) estimula a formacao de novas células neu-
ronais numa zona do cérebro que estd ligada a aprendizagem e a
formacao de memodria, o hipocampo. Mais, a exposicao a um am-
biente estimulante ndo sé aumenta a formacao de novas células
no hipocampo, como faz com que estas se liguem aos neurénios
que ja fazem parte desta estrutura, adicionando novos elementos
ao0s circuitos neuronais. Para um rato de laboratério, um ambiente
estimulante pode ser uma gaiola cheia de tuneis e escorregas ou
bonecos (quem ja teve um hamster em miudo lembra-se com cer-
teza de gastar a mesada em novos apetrechos adquiridos na loja de
animais). Para nés, um estimulo equivalente pode ser um Sudoku
ou as palavras cruzadas do jornal, uma ida ao museu ou qualquer
outra atividade do nosso agrado.

Mas de onde vém estes novos neurdnios que se vao formando no
nosso hipocampo? Ha vérios sistemas no nosso organismo nos
quais se formam novas células continuamente, como a pele, me-
dula dssea, sistema olfativo, intestino, entre outros. A estrutura
altamente organizada e complexa do cérebro ndo deixa adivinhar
que no sistema nervoso adulto também ocorra formacdo de no-
vOs neurénios — neurogénese — durante toda a vida do organismo.
Contudo, novos neurénios sdo continuamente produzidos em al-
gumas regides do cérebro, incluindo o hipocampo. No hipocampo,
existe uma populacdo de células indiferenciadas com duas carac-
teristicas fundamentais: sdo capazes de se dividir dando origem a
mais células do mesmo tipo, e podem diferenciar-se em neurénios
e outras células do sistema nervoso. Estas células designam-se por
células estaminais neurais.

Qual a funcao das células estaminais neurais no cérebro adulto? No
cérebro em desenvolvimento, as células estaminais neurais contri-
buem para a formacao das varias estruturas cerebrais. No cérebro
adulto, as células estaminais neurais sdo importantes para os fené-
menos de adaptagao a novas situacdes, no contexto de formagao

©OFernando Correia’2012

de novas memorias e aprendizagem - um fendmeno conhecido
como plasticidade. A neurogénese é influenciada por variados fa-
tores, uns negativos, como a idade, alguns farmacos, radiacao, ou
doencas neurodegenerativas, e outros positivos, como a atividade
fisica. Por isso, mexa-se, faz-lhe bem!
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UMA NOVA
ALQUIMIA:

DE CELULAS DA
PELE, EM CELULAS
ESTAMINAIS

E NEURONIOS

REPROGRAMAGCAO DE CELULAS
DIFERENCIADAS EM CELULAS
ESTAMINAIS PLURIPOTENTES
INDUZIDAS (IPSCS)

Luis Pereira de Almeida
Investigador do CNC - Centro de Neurociéncias e Biologia Celular;
e Professor Auxiliar da Faculdade de Farmdcia, Universidade de Coimbra

Nos ultimos anos tém sido feitas descobertas extraordinarias no
dominio das ciéncias da vida, e em particular da biotecnologia, que
ainda ha pouco eram consideradas ficcao cientifica. A reprograma-
¢ao de células diferenciadas naquilo que se chama células estami-
nais pluripotentes induzidas é sem duvida uma dessas descobertas.

Mas de que é que estamos a falar?

Quando um 6vulo é fecundado por um espermatozoide forma-se
um embrido cujas células se vao diferenciando de células estami-
nais que inicialmente se conseguem auto-renovar e dar origem a

qualquer tipo de células mas que progressivamente se especiali-
zam (diferenciam), até darem origem a células da pele, do sangue,
do coragao, do cérebro. Até hd poucos anos, pensava-se que este
processo de diferenciacdo ocorria de forma unidirecional e irrever-
sivel, ou seja, uma célula da pele ndo podia ser transformada numa
célula estaminal e muito menos num neurénio.

No entanto, em 2006 o investigador Shinya Yamanaka e colaborado-
res, no Japao, derrubaram este paradigma ao gerarem, a partir de fi-
broblastos da pele, células estaminais com capacidade de renovacdo
ilimitada e de especializacdo em qualquer tipo de células. Estas células
foram produzidas por introdugao nos fibroblastos de apenas quatro
moléculas, designadas KIf4, Oct4, Sox2 e c-Myc, e foram designadas de
células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs). Esta descoberta

notdvel que mais parecia alquimia revolucionou as ciéncias da vida.

Porque é que isto é importante?

A partir de células retiradas por biépsia da pele ou doutro tecido dum
individuo adulto, podem agora produzir-se células estaminais pluri-
potentes induzidas, células com capacidade de renovacao ilimitada
e diferenciaveis, em teoria, em qualquer tipo de célula. Espera-se que
as células estaminais induzidas fornecam novos modelos de doen-
¢a que permitam testar novas terapias, dado que podem agora ser
retiradas células da pele de doentes, reprogramadas em células es-
taminais induzidas e novamente diferenciadas, por exemplo em
neurdnios que vao permitir estudar patologias como a doenca de
Alzheimer, de Parkinson, Machado-Joseph entre muitas outras.

Por outro lado, o transplante de 6rgaos tem limitacdes associadas a
falta de 6rgdos para transplante e a necessidade de imunossupres-
sdao durante toda a vida dos doentes. Espera-se que as iPSC possam
vir a ser utilizadas para transplante e terapia celular, ultrapassando
o problema da rejeicao mediante utilizacao de células do proéprio
doente. Em doencas genéticas, apds correcao do defeito genético
por repara¢ao génica, sera possivel produzir células saudaveis para
transplantacéo.



Ja se faz nos laboratorios nacionais?

As iPSCs sdo objeto de estudo em diversos laboratérios nacio-
nais incluindo o Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da
Universidade de Coimbra, onde ha presentemente grupos que
trabalham com iPSC: para estudar as alteragdes mitocondriais das
iPSC, utilizar células iPSC para terapia de doencas cardiovascula-
res, ou, Como no nosso grupo de investigacao, gerar iPSC a partir
de fibroblastos da pele para investigacdo e terapia da doenca de
Machado-Joseph.

rnando Correia’2012
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CELULAS

ESTAMINAIS
E DOENCAS
CARDIACAS

Lino Ferreira

Investigador do CNC - Centro de Neurociéncias

e Biologia Celular da Universidade de Coimbra,

e do Biocant - Centro de Inovacdo em Biotecnologia, Cantanhede

Pacientes que sobrevivem a um enfarte do coracdo possuem uma
deterioracao progressiva do musculo cardiaco provocada por fené-
menos de isquemia (isto &, falta de oxigénio e glicose). Nos ultimos
anos tém sido testadas varias plataformas para a inducao da vascu-
larizacdo no musculo cardiaco isquémico entre as quais se desta-
cam: fatores de mobilizacdo de células estaminais, terapia génica,
e terapia celular englobando o transplante de células estaminais
ou progenitoras. Infelizmente, ainda ndo existe nenhum produto
comercial com capacidade de regenerar o musculo cardiaco apos
enfarte. No caso da terapia celular, a grande maioria dos ensaios cli-



nicos diz respeito ao transplante de células estaminais/progenito-
ras da medula dssea (cerca de 22 ensaios clinicos; trés dos quais em
fase Ill), e uma pequena parte de células endoteliais progenitoras
isoladas do sangue periférico, células estaminais do mesénquima,
células estaminais do tecido adiposo e células estaminais cardiacas.
As células estaminais da medula éssea tém sido utilizadas na
maioria dos ensaios clinicos realizados até a data. Um grande nu-
mero de estudos pré-clinicos e clinicos mostram que o transplante
de células da medula éssea no coracdo melhora o funcionamento
cardiaco, principalmente a sua fracdo de ejecdo ventricular (capa-
cidade do coragdo bombear sangue), embora seja uma melhoria
muito pequena (até 5% da fracdo de ejecao).

O mecanismo regenerativo das células estaminais transplantadas
no coragdo apos enfarte do miocéardio ainda nao estd completa-
mente identificado e continua a ser alvo de intensa investigacao.
E provéavel que o efeito regenerativo seja dependente do tipo de
células estaminais utilizadas, do método de transplante, da altura
pos-enfarte em que as células foram transplantadas, entre outras
variaveis. Resultados recentes mostram que as células estaminais
transplantadas no coracdo tém a capacidade de contribuir para a
neovascularizacao do tecido cardiaco, de promover a sobrevivén-
cia das células cardiacas e de estimular a proliferacao de células es-
taminais/células precursoras cardiacas.

Um dos desafios desta drea continua ser a identificacdo da melhor
célula estaminal/precursora para regeneracao cardiaca. A melhor
candidata deverad corresponder aos seguintes critérios: ser facil
de isolar, ser em numero suficiente para eficacia terapéutica, ser
nao-imunogénica, e ter a capacidade de se diferenciar em células
cardiacas. Um outro desafio importante nesta area diz respeito a
identificacdo dos pacientes que poderdo beneficiar mais deste
tipo de terapia celular e identificar a melhor janela temporal para o
transplante celular. Finalmente, com o objetivo de potenciar o efei-
to terapéutico destas terapias, serd necessario o desenvolvimento
de novas plataformas para reter as células no coracdo apods trans-
plante e monitorizar a sua atividade por métodos de imagem nao
invasiva.

Fernando Correia'2012
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CELULAS
ESTAMINAIS
HEMATOPOIETICAS
DO SANGUE

DO CORDAO
UMBILICAL

Lino Ferreira

Investigador do CNC - Centro de Neurociéncias

e Biologia Celular da Universidade de Coimbra,

e do Biocant - Centro de Inovagao em Biotecnologia, Cantanhede

Células do sangue sao células com multiplas funcdes entre as quais
transportar oxigénio, proteger imunologicamente todas as células
do corpo humano, diferenciar-se em células dos vasos sanguine-
os, etc. A natureza e a importancia destas tarefas faz com que as
células do sangue estejam constantemente a ser renovadas. As cé-
lulas que dao origem as células do sangue sdo chamadas células
estaminais hematopoiéticas e estdo localizadas essencialmente
na medula 6ssea. Uma em cada 100.000 células da medula éssea
sao células estaminais hematopoiéticas capazes de dar origem a
células do sangue ao longo do tempo.

As células estaminais hematopoiéticas sao as células estaminais
mais bem caracterizadas de todas as células estaminais que se co-

nhece no corpo humano. A primeira demonstracao experimental
da sua existéncia foi feita por dois investigadores Canadianos no
inicio dos anos sessenta chamados Till e McCulloch. Eles foram os
primeiros a identificar as duas caracteristicas fundamentais de to-
das as células estaminais: (i) capacidade de se auto-renovarem num
estado indiferenciado e dar origem a células filhas idénticas a célula
mae, e (ii) capacidade de se diferenciarem em mais de um tipo de
células.

Neste momento, as células estaminais hematopoiéticas sao as cé-
lulas estaminais com mais utilizacao clinica. Certos pacientes com
doencgas do sangue e do sistema imunitario podem ser tratados
eficientemente pelo transplante de células estaminais hematopoié-
ticas isoladas da medula 6ssea de pacientes saudaveis e imunolo-
gicamente compativeis. Este tipo de procedimento tem mais de 50
anos de histéria clinica.

O sangue do corddo umbilical pode ser utilizado como fonte al-
ternativa de células estaminais hematopoiéticas. Apds o sucesso
no primeiro transplante de células estaminais hematopoiéticas do
sangue do cordao umbilical numa crianca com anemia de Fanconi
(doenca autossdmica recessiva caracterizada por diversas anorma-
lidades congénitas) realizado pela equipa da Doutora Gluckman
em 1989, a colecao e utilizacdo clinica do sangue do corddo um-
bilical para o tratamento de doencas do sangue tem aumentado
até aos nossos dias. Contudo, essas células tém sido utilizadas
sobretudo para o tratamento de doencas de sangue em criangas.
Aisso se deve o seu pequeno numero. Neste momento estdo a ser
estudadas varias plataformas para a sua expansao em laboratorio.
As células estaminais hematopoiéticas do sangue do corddo um-
bilical estdo também a ser avaliadas em estudos, sobretudo pré-
clinicos, para medicina regenerativa, nomeadamente para o
tratamento de doencas isquémicas. Por exemplo, células proge-
nitoras vasculares isoladas a partir do sangue do cordao umbilical
podem diferenciar-se em células dos vasos sanguineos, e quando
transplantadas em modelos animais de isquemia do coracdo ou
membros inferiores aumenta quantitativamente a neovasculariza-

¢ao e fluxo sanguineo.
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CELULAS
ESTAMINAIS

NA DESCOBERTA
DE NOVOS
MEDICAMENTOS

Cldudia Cavadas

Investigadora do CNC - Centro de Neurociéncias e Biologia Celular;
e Professora Auxiliar da Faculdade de Farmdcia,

Universidade de Coimbra

Quando falamos em células estaminais, muitas ideias, mais ou me-
nos corretas, podem surgir. A sua futura utilizacdo em terapia rege-
nerativa na cura de doencas até agora incuraveis, como a diabetes,
ou a Doenca de Alzheimer, é certamente uma das que entusiasma
mais investigadores e a populacao em geral. Mas as células estami-
nais tém ainda um interesse menos conhecido que consiste na sua
utilizacao na descoberta de novos medicamentos.

Para que uma nova molécula passe a categoria de farmaco eficaz e
seguro, existe um longo percurso, de pelo menos 10 anos, altamente
dispendioso, em que s6 uma pequena percentagem das moléculas
que parece promissora em laboratério chega ao mercado. Este fracas-
so resulta num cada vez menor investimento em moléculas novas e,



em especial, no desinteresse no desenvolvimento de novos farmacos
para patologias com baixa incidéncia como é o caso das doencas raras.

Antes de passarem aos testes clinicos, as novas moléculas tém que
passar diversos testes laboratoriais (ensaios pré-clinicos) para de-
monstrar a sua eficacia e a sua nao toxicidade, quer recorrendo a
células animais ou linhas celulares mantidas em condi¢des apro-
priadas, quer recorrendo, numa fase posterior, a experimentagao
animal. Assim, os resultados destes ensaios pré-clinicos reinem
um conjunto de informacao sobre os efeitos farmacolégicos des-
ses compostos com utilidade para determinada doenga, o possivel
mecanismo de acao, e ainda a sua seguranca. S6 depois de passar
critérios muito apertados, um futuro farmaco podera passar entao
a ensaios clinicos. No entanto, os resultados nestes modelos nem
sempre sao observados no homem, isto é, compostos que mostra-
ram resultados promissores num modelo animal de determinada
patologia podem nao ser eficazes no homem. Assim, milhares de
moléculas promissoras ndo passam esta fase.

E fundamental que sejam desenvolvidos ensaios pré-clinicos que en-
curtarem o tempo de descoberta e que os resultados obtidos preve-
jam com maior aproximacao possivel o que vai ocorrer nos doentes.
Neste campo, as células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC)
sdo ferramentas fundamentais para a descoberta de novos farmacos.
E como? As iPSC sao obtidas por reprogramacao a partir de células
de um individuo adulto (exemplo: células da pele ou do sangue de
um doente) e no laboratério sao diferenciadas nas células em que
se pretende testar os novos compostos, por exemplo, neurénios ou
células do coracao. Assim, é possivel ter disponiveis células humanas
que apresentem as caracteristicas da doenca que se pretende tratar
e que constituem um modelo excecional para testar novos farmacos.
Estas experiéncias com células diferenciadas a partir das células esta-
minais poderdo nao substituir outros modelos celulares, ja bem va-
lidados, nem a experimentacdo animal, mas juntamente com estas
metodologias vdo contribuir para que se encontrem novos farmacos
de uma forma mais rapida e eficaz.
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