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Resumo: As pesquisas com celulas-tronco datam da década de 60, por meio de
estudos pioneiros com o transplante de medula em camundongos. Com a demonstracao
de sua capacidade de autorrenovacao e diferenciacdo, a comunidade cientifica despertou
para 0 grande potencial destas celulas para pesquisas na area da saude. Novos
paradigmas sdo estabelecidos a cada avanco. O fato, é que as células-tronco tém se
tornado a grande esperanca no tratamento de enfermidades e desenvolvimento de
terapias regenerativas, tanto na area humana quanto veterinaria, sendo um valioso
achado da comunidade cientifica. Nesse contexto, a proposta dessa revisdo € abordar de
forma concisa 0s conceitos, avancos e perspectivas das pesquisas com células-tronco.

Termos para indexacdo: Células-tronco, Terapéutica, Biotecnologia.

Abstract: Research on stem cells dating from the 1960s through pioneering
studies with bone marrow transplantation in mice. With the demonstration of its ability
to self-renewal and differentiation, the scientific community has woken up to the great
potential of these cells for research in healthcare. New paradigms are established at each
advance. The fact is that the stem cells have become the great hope for the treatment of
diseases and development of regenerative therapies, both in human to veterinary area as
being a valuable finding of the scientific community. In this context, the purpose of this
review is to address concisely the concepts, progress and prospects of research on stem
cells.

Index terms: Stem cells, Therapy, Biotechnology.
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Introducéo

O conceito de células-tronco
(CTs) surgiu a partir de experimentos
pioneiros realizados no inicio dos anos
60 por Ernest Culloch e James Till que
observaram a presenca de colbnias
hematopoiéticas no baco de
camundongos irradiados e que haviam
recebido transplante de medula. Essas
colonias eram derivadas de uma unica
célula, a célula-tronco (TILL, 1964).

Outros estudos, realizados nas
décadas de 70 e 80 pelo grupo de
pesquisa de Alexander Friedenstein com
células-tronco mesenquimais (CTMs),
demonstraram sua capacidade de
autorrenovacao e diferenciacédo
(DRZEWIECKI et al., 2010). Na época,
devido a semelhanca morfolégica com
fibroblastos em  cultura, foram

denominadas unidades formadoras de

colbnia fibroblastica (UFC-F)

(TORRES, 2009). Nas décadas
seguintes, extensas pesquisas foram
desenvolvidas para desvendar o
potencial  terapéutico das CTMs
(DRZEWIECKI et al., 2010).

Em 1998 as primeiras linhagens
de células-tronco embrionarias (CTES)
humanas foram estabelecidas, sendo, no
ano seguinte, eleitas como o0 avango
cientifico do ano pela revista Science
(VOGEL, 1999). Naquele ano, foi
demonstrado que células-tronco de
tecidos adultos mantinham a capacidade
de se diferenciar em outros tipos de
tecidos.

Desde entdo, 0 namero de
artigos cientificos sobre esse tipo
celular  cresceu  exponencialmente,

gerando novos paradigmas a serem

estabelecidos (PEREIRA, 2008).
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As CTs sdo células primitivas e
indiferenciadas, sem distingdo quanto
ao aspecto de sua morfologia, sendo
encontradas durante todo estadgio do
desenvolvimento  embriondrio  bem
como em muitos tecidos no adulto. S&o
definidas  primariamente pela sua
habilidade de se autorrenovar ou de
produzir células filhas idénticas,
possuindo também a capacidade de se
diferenciar em multiplos tipos celulares
do corpo (VATS et al, 2002;
GARGETT, 2004). Além disso, as CTs
podem retornar ao estado indiferenciado
e se rediferenciar em outra via, ou seja,
células hematopoiéticas de ratos que
normalmente se tornariam células
sanguineas, podem, sob  certas
condic@es, produzir células de figado,
de muisculo ou de pulméo
(LARGEAULT, 2004).

Diante do potencial terapéutico
destas células tanto em animais quanto
em humanos e da vasta possibilidade do

seu uso em estudos laboratoriais,

propls-se nesta revisdo abordar e
esclarecer conceitos, relatar os avangos
nas pesquisas, além de evidenciar o
cenario nacional dos estudos com
celulas-tronco.
Potencialidade das células-tronco

As CTs podem ser classificadas
segundo  sua potencialidade em
totipotentes, pluripotentes ou
multipotentes. As chamadas de
totipotentes, como 0 zigoto e as células
formadas na primeira clivagem do
blastbmero, sdo capazes de gerar todos
os tipos celulares embrionarios e
extraembrionarios; as  pluripotentes
podem originar todas as células
formadoras do embrido e sdo
provenientes da massa celular interna
do blastocisto (CTES); ja a classificacao
como multipotente refere-se as células
capazes de originar apenas um subgrupo
de linhagens celulares, como por
exemplo, as células-tronco

mesenquimais (CTMs). Existem ainda

células classificadas como
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oligopotentes, capazes de gerar células Por se tratar de um tema
mais restritas a uma linhagem do que as relativamente novo, & comum ocorrer
multipotentes, bem como as confusdo de conceitos e uso improprio
unipotentes, que originam apenas um das definicbes acima, por isso
Unico tipo celular maduro. Estas duas destacamos uma tabela conceituando as
ultimas devem ser consideradas células células-tronco segundo suas
progenitoras e nao células-tronco potencialidades (Tabela 1).

(WAGERS & WEISSMAN, 2004,

SCHWINDT et al., 2005).

Tabela I. Graus de poténcia das células-tronco

Poténcia Capacidade de desenvolvimento celular

Capazes de se dividir e produzir todas as células diferenciadas

Totipotentes . S . R
no organismo, incluindo os tecidos extraembrionarios.

Conseguem se diferenciar em todos os tecidos adultos, exceto

Pluripotentes o
a placenta e os anexos embrionarios.

Pluripotentes induzidas Células-tronco somaticas que tém sua poténcia aumentada
ou Reprogramadas através de reprogramacdo molecular.

Multipotentes Capazes de formar varios tipos de ceélulas da linhagem

mesodermal.

Pode-se ainda classificar esses humanos) e podem ser expandidas em
tipos celulares de acordo com o seu cultura. As ceélulas-tronco adultas, no
local de origem, sendo definidas como entanto, sdo obtidas ap6s a fase
células-tronco embrionarias ou células- embrionaria (de blastocisto), sejam elas
tronco adultas. As CTEs sdo derivadas provenientes de organismo adulto,
da massa celular interna do blastocisto recém-nascido ou do proprio feto
cinco dias apds fertilizacdo (em (TORRES, 2009).
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Células-tronco mesenquimais

As CTMs sdo consideradas uma
linhagem de células-tronco somaéticas
que estdo presentes em regides
perivasculares de tecidos adultos, em
pequenas quantidades, incluindo a
medula d&ssea, o tecido adiposo, 0
peridsteo, o tecido muscular e 0s 6rgaos
parenquimatosos (MEIRELLES et al.,
2008; MAMBELLI et al.,, 2009). A
medula Ossea constitui um  dos
principais  sitios doadores dessas
celulas, assim como de células-tronco
hematopoiéticas e endoteliais
(PITTENGER et al., 1999; MINGUELL
et al., 2000).

Além da medula 6ssea, varios
trabalhos relataram a ocorréncia de
CTMs em varios 0rgdos e no sangue
periférico de fetos jovens
(CAMPAGNOLI et al, 2001), no
endotélio e subendotélio da wveia do
corddao umbilical (Covas et al., 2003),
no sangue do cordao umbilical (SECCO

et al., 2009), na geléia de Wharton

(AEJAZ et al, 2007), no sangue
menstrual (MENG et al., 2007), na
placenta (IN'T ANKER et al., 2004) no
fluido amnidtico no segundo trimestre
de gestacdo (TSAI et al., 2004), e em
vérios tecidos adultos, como tecido
adiposo, tecido conectivo do musculo
esquelético e derme (YOUNG et al
2001; ZUK et al., 2001; ZUK et al,,
2002), de onde ja foram isoladas e
expandidas em cultura.
FRIEDENSTEIN et al. (1974)
foram os primeiros a estabelecer um
conceito para as CTMs, ao observarem
0 desenvolvimento de uma rara
populacdo de células aderidas ao
plastico com morfologia fibroblastoide
ao cultivarem in vitro células de medula
Ossea, sendo entdo chamadas de
Unidades Formadoras de Colbnia
semelhantes a Fibroblastos (UFC-F).
ApoOs sua expansdo in vitro, culturas
clonais derivadas dessas UFC-F
individuais puderam ser introduzidas

em modelos experimentais, onde foi
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observada a formacdo de 0sso,
cartilagem e elementos estromais
(CASTRO-MALASPINA et al., 1980).
Nos dias atuais, o cultivo de
CTMs continua com a mesma etapa
inicial, na qual é realizada a selecdo das
células que possuem a caracteristica de
se aderir ao plastico, enquanto as
células que permanecem em suspensdo
sdo facilmente removidas. Outros tipos
celulares chamados ‘‘contaminantes”
(como macréfagos e linfcitos) sédo
eliminados apds determinado nimero de
passagens (JAVAZON et al., 2004).
Embora o sangue periférico e o de
corddo umbilical sejam fontes de
CTMs, apresentam pouca quantidade
desse tipo celular comparado com a
medula 6ssea (WEXLER et al., 2003).
Por serem células multipotentes,
as CTMs sdo capazes de se diferenciar e
produzir  qualquer  tipo  celular
necessario num processo de reparacao,
condroblastos,

como  osteoblastos,

hepatocitos, neurdnios, células

epiteliais, renais, cardiacas, dentre
outras (PITTENGER et al., 1999). Este
grau de plasticidade sugere que esse
tipo celular seja o responsavel pela
manutencdo de todos os tecidos do
organismo (CAPLAN, 2009), tornando-
as foco de inimeras pesquisas em todo
o0 mundo por fornecer perspectivas
clinicas promissoras para a terapia
celular.

As CTs estdo presentes em
praticamente todos os tecidos de um
organismo adulto, ndo se tratando
apenas de progenitores comprometidos,
mas células com capacidade de se
diferenciar em tipos celulares néo
relacionados ao tecido de origem. Sendo
assim, era de se esperar que estas
células de elevada potencialidade
regenerassem completamente todos os
tecidos em caso de lesdo aguda ou
mesmo em situacdo de desgaste natural
ou envelhecimento. Isto ndo ocorre
provavelmente pelo motivo de as CTs

mais potentes em um organismo adulto
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permanecerem indiferenciadas desde
seu estagio inicial de desenvolvimento,
controladas por microambientes que
sinalizam para uma especificidade
celular de acordo com o0 contexto
tecidual (SCHWINDT et al., 2005)

Em condicbes de cultura,
entretanto, tais células sdo estimuladas
por diversos fatores que ndo existem em
seu ambiente de origem e que alteram o
seu comportamento. Assim sendo,
muitos experimentos realizados in vitro
ndo podem ser extrapolados para
modelos in vivo (SCHWINDT et al.,
2005). Ja houve relato que estas células
puderam ser expandidas in vitro por
mais de 40 geracdes, mantendo sua
caracteristica  multipotente, embora
reduzam as taxas de mitoses e haja uma
grande probabilidade de acumulo de
mutacdes, tornando desaconselhavel seu
uso clinico nestas condicbes (DEANS
& MOSELEY, 2000).

A analise do perfil citogenético

também demonstrou que as células-

tronco mesenquimais primérias
cultivadas, apresentam instabilidade
genética acarretando alteracOes
citogenéticas apds varias passagens.
Houve também mudanca no perfil
protedmico das culturas ap6s aquisicdo
da anomalia cromossomica, indicando
que o cultivo de CTMs necessita de
maior rigor no controle e qualidade das
preparaces para fins clinicos. Sendo
assim, recomenda-se que as culturas de
CTMs devam ser submetidas a poucos
subcultivos ex vivo e passem por
controle citogenético prévio a infuséo
destas ceélulas para fins terapéuticos
(LAZZAROTTO-SILVA, 2009).
Células-tronco embrionarias

As CTEs podem permanecer
indiferenciadas, em condicdes
apropriadas, se multiplicando
indefinidamente in vitro e mantendo sua
capacidade de se diferenciar em
qualquer tipo celular adulto. Elas foram

derivadas pela primeira vez por EVANS

& KAUFMAN (1981), a partir de
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embrides de camundongos, e tém como
caracteristica principal sua
pluripoténcia, ou  seja, quando
reintroduzidas em um embriéo, as CTES
possuem a capacidade de retomar o
desenvolvimento normal colonizando
diferentes  tecidos do  embrido,
demonstrando de forma contundente sua
ampla plasticidade (PEREIRA, 2008).
Cada uma das células do
embrido na fase de duas células tem o
potencial de se diferenciar em qualquer
tipo celular do embrido ou de tecidos
extraembrionarios (totipoténcia). Ja no
estdgio de blastocisto, as células do
trofectoderma estdo irreversivelmente
impossibilitadas de se diferenciar em
linhagens extraembrionarias. Nesse
estadgio, somente as células da massa
celular interna (MCI) ainda mantém o
potencial de se diferenciar em todos os
tecidos do embrido (GILBERT, 2010).
Essas células derivadas da MCI

satisfazem aos critérios de células-

tronco, ou seja, sao células com

proliferacdo prolongada, capazes de se
autorrenovar, e aptas a diferenciacdo
clonal em diferentes linhagens.

Um estudo demonstrou in vivo a
pluripoténcia das CTEs por meio da
injecdo dessas celulas ndo diferenciadas
em camundongos imunodeficientes.
Nestes animais, na presenca de diversos
estimulos in vivo, as CTEs injetadas
multiplicaram-se e diferenciaram-se de
forma desorganizada, dando origem a
teratomas, onde foram encontrados
tecidos derivados dos trés folhetos
embrionarios (NUSSBAUM et al.,
2007).

Sendo assim, as pesquisas
envolvendo o uso destas células para
fins terapéuticos devem ser realizadas
com cautela, pelo fato de ndo se
conhecer todo mecanismo biologico
destas celulas in vivo, tornando
impossivel sua utilizacao.

Estudos in  vitro devem
prosseguir, a fim de fornecerem

conhecimentos basicos que contribuirdo
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com beneficios significativos na area da
saude.
Células-tronco pluripotentes
induzidas

Em 2006, a equipe de Shinya
Yamanaka criou um método para obter
CTs pluripotentes a partir de células
diferenciadas adultas de rato e, em
2007, utilizou 0 mesmo método com
células humanas, o que lhe valeu o
Prémio Nobel de Medicina em 2012 —
as celulas mais famosas da atualidade
chamadas de celulas-tronco
pluripotentes induzidas (TAKAHASHI
& YAMANAKA, 2006; TAKAHASHI
et al., 2007).

Antes da obtencdo destas
células, o recurso mais promissor para o
tratamento de doencas degenerativas e
genéticas eram as CTEs (LEROU et al.,
2005). No entanto, a terapia baseada em
CTEs apresentava complicacbes pela
rejeicdo  imunoldgica  devido a

incompatibilidade imunoldgica entre as

células dos pacientes e dos doadores.

Sendo assim, buscou-se como

alternativa,  derivar  geneticamente
CTEs-like idénticas "personalizadas"
através da técnica de Transferéncia de
Nucleos de Células Somaticas (TNCS),
que foi desenvolvida utilizando uma
célula doada a partir do paciente
(JAENISCH, 2004). Por meio desta
estratégia, era esperado eliminar a
exigéncia da supressdao imunologica
(RIDEOUT Il et al., 2002), mas as
complexidades tecnicas e éticas da
TNCS impediram a realizacdo pratica
da "clonagem terapéutica”
(WEISSMAN, 2006).

Em uma série de estudos,
fibroblastos de ratos e humanos foram
reprogramados in vitro em células
semelhantes a celulas-tronco
pluripotentes (do inglés "induced
pluripotent stem cells,” ou iPS) através
de transducdo retroviral contendo
combinacdes de fatores de transcricdo

(MAHERALI et al., 2007;

TAKAHASHI et al. 2007,
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TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006;
WERNIG et al., 2007; YU et al., 2007).

Isto foi possivel através da
selecdo de células reprogramadas pela
reativacdo dos genes Oct4 ou Nanog,
marcadores endégenos de pluripoténcia,

ou por subclonagem de colonias com

base em  critérios  morfologicos
(MAHERALI et al., 2007;
TAKAHASHI et al., 2007;

TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006;
WERNIG, 2007; YU et al, 2007;
BLELLOCH et al., 2007; MEISSNER
et al., 2007).

As Células iPS derivadas de
fibroblastos de ratos e humanos séo
muito semelhantes a CTES por suas
caracteristicas genéticas, epigenéticas, e
pelas suas caracteristicas de
desenvolvimento. Estas celulas
oferecem 0 mesmo potencial
regenerativo das células embrionérias,
mas sem algumas preocupacdes éticas.

Entretanto, a utilizacdo de sistemas de

vetores virais para sua obtencdo ainda

tornava qualquer possibilidade de
aplicacdo dessas células em humanos
impraticvel, por conta do risco do
desenvolvimento de tumores, pela
ativacdo de genes enddgenos devido a
mutagénese insercional e porque 0s
virus, por serem estadveis, ndo sdo
eliminados do genoma com o tempo
(HANNA et al., 2007; CYRANOSKI,
2014b).

Contudo, o primeiro passo em
direcio a medicina regenerativa
utilizando células iPS ja foi dado. Uma
mulher japonesa, com cerca de 70 anos,
portadora de uma doenca ocular grave
denominada  degeneracdo  macular
relacionada a idade, foi a primeira
paciente a submeter-se ao tratamento
com estas células em 12 de setembro de
2014, quatro dias ap6s uma comissao do
Ministério da Salde autorizar o teste em
humanos (CYRANOSKI, 2014c).
Artigos experimentais com macacos e

ratos foram previamente publicados

demonstrando que o tratamento com
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celulas iPS geradas a partir das proprias
células  dos  destinatarios nao
provocaram nenhuma reagdo por parte
do sistema imunitério, evitando que as
células  fossem  rejeitadas  pelo
organismo (KAMAO et al., 2014), além
de ndo levar ao crescimento de tumores
(KANEMURA et al., 2014).

Em uma das tentativas mais
recentes de se induzir pluripoténcia em
celulas por meio de uma metodologia
mais simples, a equipe japonesa de
Haruko Obokata relatou um fendémeno
de reprogramacdo celular exclusivo
chamado STAP (do inglés stimulus-
triggered acquisition of pluripotency),
que ndo exige nem transferéncia nuclear
nem a introducdo de fatores de
transcricdo. Esta técnica consiste em
reprogramar células somaticas de
mamiferos por meio de um forte
estimulo externo, tal como um periodo
de exposicdo em meio de baixo pH,

resultando na geracdo de células

pluripotentes. Os autores afirmaram que

a injecdo destas células STAP em
blastocisto contribuiu eficazmente para
a producdo de embribes quiméricos
(OBOKATA et al., 2014a; OBOKATA
et al., 2014b). Estes resultados seriam
promissores ndo fossem os problemas
com os artigos, incluindo acusacdes de
que Obokata tinha plagiado trechos de
textos e usado imagens duplicadas, logo
apos a publicacdo. Além disso, outros
grupos disseram que eles foram
incapazes de reproduzir os resultados
publicados (CYRANOSKI, 2014a).
Células-tronco no Brasil: Pesquisas e
avancos

Em todo o mundo varios paises
avancam suas pesquisas enfocando as
celulas-tronco, e o Brasil também tem
se destacado neste seleto grupo.
Segundo a Iniciativa Nacional de
Inovacdo em Biotecnologia (INI -
Biotecnologia, 2008), em uma pesquisa
sobre a evolucdo mundial do nimero de
artigos cientificos com células-tronco

revelou que entre 0s anos de 1998 e
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2007 foram localizados 14.984 artigos e
2.521 patentes que continham o termo
“stem cell” segundo a busca delimitada
pelos campos “title” e “publication
year” junto a base de dados Web of
Science. Desses 14.984 artigos os EUA
lideram o ranking com 5.748 artigos,
seguido de Japdo, Alemanha, Inglaterra
e Italia com 1.869, 1.570, 1.032 e 882
artigos, respectivamente. Ao se ampliar
o critério de selecdo para “top 507,
verifica-se que o Brasil ocupa a 29*
posicdio no ranking mundial em
publicacbes cientificas nesta area, com
63 artigos publicados no periodo de
1998 a 2007. Com relacdo as patentes
desenvolvidas no Brasil, a éarea de
celulas-tronco encontra-se na lista entre
0s de maior nimero no periodo 1998-
2007.

Podem-se destacar como marcos
brasileiros, nos ultimos anos, dois
avanc¢os ocorridos em 2008: a producao
da primeira linhagem de células tronco

embriondrias humanas no Brasil

(batizada de BR- 1) e a producédo da
primeira linhagem de CT obtidas sem o
uso de embrides - CT pluripotentes
induzidas ou células iPS (LEITE, 2009).

Foram também desenvolvidas
duas linhagens denominadas Rio-1
(gerada a partir de fibroblastos da pele
de camundongos) e a iPS293 (gerada
pela reprogramacdo de células de uma
linhagem celular de rim de embrido
humano), inserindo o Brasil num seleto
grupo, sendo o quinto pais do mundo a
dominar esta técnica (DEL CARLO et
al, 2009; ARAGAO & BEZERRA,
2012).
Consideracoes finais

As celulas-tronco apresentaram
potencial promissor desde os primordios
das pesquisas devido a sua capacidade
de se diferenciar em outros tipos
celulares, destacando a ampla
plasticidade das células-tronco
embrionarias. No entanto, devido a

questdes éticas na sua obtencdo, a

terapia celular a partir destas células,

56



Dias et al., Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal (v.8, n.4) p. 45— 65 out - dez (2014)

ficou por muitos anos impedida de
acontecer. Com 0 avango das pesquisas,
conseguiu-se entdo contornar essa
questdo reprogramando células adultas a
um estado pluripotente, gerando assim
amplas possibilidades de tratamento.
Estas celulas representam uma grande
promessa na area da medicina,
apresentando uma capacidade de se
diferenciar em qualquer tecido de um
organismo adulto, fornecendo esperanca
para que no futuro se torne possivel a
reconstrucdo de tecidos ou 6rgdos e
ainda auxilie no desenvolvimento de
novos tratamentos.

Apesar desse grande avancgo, a
terapia com células pluripotentes
induzidas (iPS), em humanos, encontra-
se em fase inicial de testes, sendo os
resultados ansiosamente aguardados por
toda comunidade cientifica mundial e
apontado como um  importante

momento  histérico na 4rea da

biotecnologia.
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