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RESUMO

Introducgéo: A descoberta de novas drogas para doencas cardiacas é baseada em métodos
antigos que usam animais, células de animais ou células modificadas que nao representam
fielmente fendtipos cardiacos humanos. Objetivo: Neste trabalho, temos o objetivo
de mostrar que cardiomiocitos derivados de células iPS humanas representam uma nova
ferramenta para a descoberta de drogas cardiacas e poderiam ajudar na diminuicdo do uso
de animais na pesquisa. Método: Geracéo de cardiomiocitos derivados de células iPS e seus
usos para avaliacdo de toxicidade cardiaca e infeccdo por Trypanosoma cruzi para descoberta
de drogas. Resultados: Definicao de um protocolo robusto de reprogramacao, manutencao e
diferenciacdo de células iPS. Diferenciacdo de células iPS em cardiomiécitos com alta pureza
que apresentam toxicidade a diferentes doses de doxorrubicina foram suscetiveis a infeccao
com T. cruzi. Conclusdes: Cardiomiocitos humanos derivados de células iPS podem ser uma
potente ferramenta para descoberta de novas drogas e podem substituir diversos ensaios
feitos em animais ajudando a diminuir o uso de animais em pesquisa.

PALAVRAS-CHAVE: Cardiomiocitos Humanos; Descoberta de Drogas; Doxorrubicina;
Substituicao de Animais

ABSTRACT

Introduction: Cardiac drug discovery are based in old methods that use animals, animal
cells or modified cells that do not faithfully represent human cardiac phenotypes.
Objective: Here, we aimed to show that cardiomyocytes derived from human iPS cells
represent a new tool for cardiac drug discovery and could contribute do reduce animal
use in research. Method: Generation of human iPS cells derived cardiomyocytes and its
use for cardiotoxicity evaluation and infection with T. cruzi for drug discovery. Results:
Definition of robust protocol for human iPS cells reprogramming, maintenance and cardiac
differentiation. Derivation of high purity cardiomyocytes from hiPSCs that presented
toxicity to different doses of doxorubicin and were amenable to infection of T. cruzi.
Conclusions: Human cardiomyocytes derived from human iPS cells can be a great tool for
drug discovery and can replace several assays done in animals helping to reduce animal
use in research.

KEYWORDS: Human Cardiomyocytes; Drug Discovery; Doxorubicin; Animal Replacement
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INTRODUCAO

Desde o inicio da década de 1920, animais sdo usados como mode-
los para avaliar a toxicidade de compostos antes do uso humano'.
Isso é importante para impedir graves e perigosos efeitos colaterais
devido a administracao de drogas desconhecidas em seres humanos.
Em mais de 40 anos, o campo toxicologico evoluiu pouco com relacao
a maneira tradicional de medir a toxicidade de novos compostos em
animais, contando basicamente com a administracao de diferentes
doses (cronicas ou agudas) em muitos animais para observar a distri-
buicao tecidual e as implicaces patologicas do uso da droga’.

Apesar de bem estabelecidos e com inigualaveis caracteristicas,
os estudos toxicoldgicos e de seguranca pré-clinica in vivo per-
manecem dispendiosos, demorados e, para alguns tecidos (como
coracao, figado e cérebro), muito superficiais. Nao é de surpre-
ender que problemas no coragao e figado representem quase
50% das causas de insucesso?, que é quando drogas falham em
testes com humanos (ensaios clinicos), apesar de anteriormente
se pensar que eram seguras em testes pré-clinicos. Isso serve
para mostrar que precisamos de novas ferramentas capazes de
avaliar mais precisamente a toxicidade e a seguranca de novas
drogas, de preferéncia de forma eficiente, com alto rendimento
e mais barata que experimentos in vivo em animais.

Desde o advento das células-tronco humanas de pluripoténcia
induzida (chamadas de iPSCs) por Takahashi et al. em 20073, a
comunidade cientifica tem anunciado as iPSCs como disruptivas. A
capacidade de induzir pluripoténcia a partir de células adultas de
diferentes doadores abre as portas para a tdo necessaria evolucao
nos modelos celulares de tecidos normais e doentes. A comuni-
dade cientifica sempre teve problemas com a disponibilidade de
varios tipos de tecidos de doadores. Tecidos como os do coracgao e
do cérebro sdao muito escassos, o que dificulta o avanco do conhe-
cimento cientifico sobre eles. No entanto, com iPSCs (e protoco-
los de diferenciacao)?, os cientistas agora conseguem obter uma
grande quantidade de células, a partir de diferentes tecidos e
constituicdes genéticas (doadores), inclusive doentes®. Sob essa
perspectiva, muitas instituices ao redor do mundo tém finan-
ciado a criacao de bancos de células-tronco de pluripoténcia indu-
zida que oferecem acesso a uma grande variedade de materiais®.

Considerando essa realidade, o estabelecimento de um proto-
colo robusto e eficaz de diferenciacdo de células do coracdo a
partir de iPSCs fornecera uma nova ferramenta para avaliar per-
fis cardiotoxicos de novos compostos em desenvolvimento para
aplicacdes terapéuticas. Nosso objetivo foi diferenciar eficien-
temente células-tronco humanas de pluripoténcia induzida (hiP-
SCs) em cardiomiocitos, com robustez e alta pureza, e avaliar
sua utilizacao para cardiotoxicidade de drogas.

METODO
Comité de ética

O protocolo de estudo do presente trabalho foi aprovado pelo
comité de ética para pesquisa médica em seres humanos do

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(#2.009.562). O consentimento livre e esclarecido dos partici-
pantes foi obtido.

Reprogramacao e manutenc¢ao de iPSCs

Eritroblastos foram cultivados em meio de cultura de células
mononucleares livres de soro (MNC) contendo as seguintes cito-
cinas diluidas em StemSpan Serum Free Expansion Medium (Stem
Cell Technologies, EUA): Fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1): 40 ng/ml; Fator de células-tronco (SCF): 100
ng/ml; Interleucina 3 (IL-3): 10 ng/ml; eritropoietina (EPO): 2 U/
ml (todas as citocinas sao da R&D Systems, EUA). Dois milhoes
de células foram transfectadas com plasmideos pEB-C5 e pEB-
-Tg (Addgene, EUA) contendo os fatores de reprogramacao Oct4,
Sox2, KIf4, cMyc, Lin28 e SV40-T. Para isso foi usado o kit nucle-
ofector CD34+ humano e o dispositivo Nucleofector Il, ambos da
Lonza (Basileia, Suica), seguindo as instrucdes do fabricante. Eri-
troblastos reprogramados foram incubados em placas revestidas
de MEF em meio de MEF e FBS ES-Cell Qualified (Thermo Fisher,
EUA) com fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF; 20
ng/ml) de um dia para o outro. Em seguida, elas foram trans-
feridas para um meio de células-tronco embrionarias (ESC) con-
tendo Knockout DMEM, Knockout Serum Replacement, antibio-
ticos-antimicoticos, Glutamax 200 mM, solucdo de aminoacidos
nao-essenciais MEM, 2-mercaptoetanol suplementado com bFGF
(20 ng/ml) (todos da Thermo Fisher, EUA) e butirato de sodio
(0,25 mM) (Cayman, EUA). As coldnias de hiPSC foram passadas
a partir de uma placa revestida de MEF com 6 pocos para placas
revestidas com Matrigel (BD) com meio E8 (Thermo Fisher, EUA)
usando Gentle Cell Dissociation Reagent (Stem Cell Technologies,
EUA) e 10 pM de inibidor ROCK Y-27632 (Stemgent, EUA).

Para manutencdo, as colonias foram passadas duas vezes por
semana com Versene (Thermo Fisher, EUA), seguindo as instrucoes
do fabricante, e plaqueadas como células Unicas em uma concen-
tracdo de 2,5 x 10° células/cm2. O meio E8 (Thermo Fisher, EUA)
foi utilizado durante a semana e o E8 flex (Thermo Fisher, EUA)
durante o fim de semana. As hiPSCs foram rotineiramente testadas
para micoplasmas e nenhuma contaminacao foi detectada.

Diferenciagdo cardiaca de hiPSCs

As iPSCs foram diferenciadas usando um método de diferenciacdo
em monocamadas modificado a partir de publicagdes anteriores®”.
As iPSCs foram cultivadas em condicdes de alimentacao livre até
que chegassem a confluéncia de 60%-70%. As células foram isola-
das, contadas e plaqueadas (2,5 x 10° células/cm?) em meio E8
com 5 pM de Ri (Cayman, EUA). O meio E8 foi trocado diariamente
até que as células atingissem 100% de confluéncia. Esse foi con-
siderado o dia zero e o meio foi trocado por RPMI suplementado
com 1X B27 (Thermo Fisher, EUA) sem insulina (RB-) e 4 pM de
CHIR99021 (Merck, EUA). Vinte e quatro horas depois, o meio foi
trocado por RB suplementado com 10 ng/mL de BMP4 (R&D Sys-
tems, EUA). No segundo dia, o meio foi renovado com RB suple-
mentado com 2,5 pM de KY2111 e XAV939 (ambos da Cayman,
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EUA). No quarto dia e a cada dois dias, o meio foi renovado com
CDM3’. As células foram cultivadas por 30 dias até serem passadas
em células Unicas para experiéncias especificas.

Formacao de corpos embrioides

Corpos embrioides (EB) foram gerados conforme descritos por Lin
e Chen® com pequenas modificacdes. As células foram cultivadas
brevemente até que atingissem 90% de confluéncia e que fossem
passadas com Dispase (StemCell Technologies, EUA). Apos a dis-
sociacao completa, PBS (LGC Technologies, Brasil) foi adicionado
e as placas foram delicadamente pipetadas para cima e para
baixo para quebrar grandes colonias. As células foram transferi-
das para tubos de 15 mL lavados duas vezes com PBS apos centri-
fugacao a 100 xg por dois minutos. Pellets foram delicadamente
ressuspendidos no meio E8 suplementado com 4 pg/ml de PVA
(Sigma, EUA) e cultivados em placas nao aderentes (Sarstedt,
Alemanha) por um dia. O meio foi trocado por E6 (Thermo Fisher,
EUA) com cuidado para nao remover os EB em suspensao. Metade
do meio foi trocada a cada trés dias até o décimo terceiro dia,
quando o RNA foi coletado usando Trizol (Thermo Fisher, EUA).

rt-PCR e qPCR

Todos os procedimentos seguiram as instrucoes do fabricante. Para
a sintese de cDNA foi usado GoScript Reverse Transcription System
#A5001 (Promega Corporation, EUA). As amostras foram diluidas
para 10 ng/ml. Para a PCR endpoint foi usada a Polimerase de DNA
GoTaq DNA #m3008 (Promega Corporation, EUA) e para o PCR quan-
titativo foi usado Power SyBer Green Master Mix PCR #4367659.
Sequéncias de iniciadores estao disponiveis mediante solicitagao.

Cariétipo

Células iPS foram cultivadas em uma placa de 60 mm até atingir
90% de confluéncia. Nesse momento, as células foram destaca-
das usando Versene e coletadas em um tubo de 15 ml. As células
foram tratadas com E8 suplementado com Colcemid (20 ng/ml)
(Thermo Fisher, EUA) por uma hora a 37° C, lavadas com PBS e
tratadas por vinte minutos a 37° C com uma solucédo hipotonica
(PBS suplementado com KCl 0,075 M). As células foram lavadas
com PBS e uma etapa de fixacao foi realizada. A solucao de fixa-
cao foi metanol: acido acético (3:1). Todas as etapas de centri-
fugacao foram de 200 xg por quatro minutos. Analise convencio-
nal de cromossomos foi realizada em culturas de iPSCs, usando
bandeamento GTG com resolucao de 400 bandas de acordo com
protocolos-padrao. Um total de 10 células metafasicas foram
analisadas. As imagens celulares foram capturadas usando o sis-
tema CytoVysion (Applied Imaging Corporation, EUA).

Imunofluorescéncia

As células iPS foram plaqueadas em placas de 96 pogos revestidas com
Geltrex e cultivadas por dois dias até 50% de confluéncia. Elas foram
fixadas com PFA 4% e coradas com OCT4 (Santa Cruz # sc5279; diluicao
1:100), NANOG (R&D # af1997; diluicao 1:25) e anticorpos TRA1-81
(Stemgent # 09-0006; diluicao 1:100) e DAPI (Sigma, EUA) para mos-
trar os nuicleos. A imagem foi gerada no EVOS FL (Thermo Fisher, EUA).
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Citometria de Fluxo

Para citometria de iPS, as células foram cultivadas até chegarem
a confluéncia de 70-80% e passadas com Versene. BD Stemflow
#560589 foi utilizado seguindo as instrucdes do fabricante.

Os cardiomidcitos foram plaqueados em placas de 96 pocos reves-
tidas com Geltrex e cultivados por sete dias. Apos a dissociacao
celular, eles foram fixados com PFA 4% e corados com troponina
T anticardiaca (Fritzgerald # 20R-3024, diluicdao 1:10000), mio-
sina (AbCam # ab207926, diluicao 1: 4000), a-actinina (AbCam #
AB9465, diluicdo 1: 4000) e anticorpos troponina | cardiaca (BD #
564409, diluicdo 1: 400). Foi feita a titulacdo de anticorpos até
nenhuma coloracéo ser encontrada em células iPS. Para iPSCs
e os cardiomiocitos, os dados foram adquiridos usando o equi-
pamento Canto BD e analisados pelo software FlowJo, conside-
rando 2% de eventos falsos positivos.

Ensaios de cardiotoxicidade

No teste de toxicidade do Laboratério Biosintesis, trés diferentes
lotes de cardiomidcitos (05C146, 05C138, 05C146) foram expos-
tos a DMSO (20%) e doxorrubicina (1 e 10 uM) em placas de 96
pocos. A toxicidade das substancias foi avaliada apos 48 horas de
exposicao usando corante Vermelho Neutro.

No Ensaio de toxicidade do CIEnP (Centro de Inovacéo e Ensaios Pré-
-clinicos), trés diferentes lotes de cardiomidcitos (05C022, 05C014,
05C065) foram expostos a doxorrubicina (1 e 10 pM) em placas de
96 pocos. A toxicidade das substancias foi avaliada ap6s 48 horas de
exposicdo usando MTT® e corante Vermelho Neutro™. A absorban-
cia foi medida usando SpectraMax i3X (Molecular Devices, EUA). Os
resultados foram mostrados usando a porcentagem de células vivas
com relacao ao grupo controle tratado com o veiculo.

Estatisticas

Dados do CIEnP: os dados foram expressos como média + desvio-
-padrao. Para avaliar as diferencas significativas entre os gru-
pos, foi realizada uma ANOVA one way seguida de um teste de
NEWMAN-Keuls. Valores abaixo de 0,05 foram considerados como
indicacao de significancia. As analises foram realizadas pelo sof-
tware GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, EUA).

Dados do Laboratério Biosintesis: O calculo da viabilidade celular
em porcentagem (CV%) foi feito de acordo com a formula:

Média de densidade 6ptica leituras da substancia teste/substancia de referéncia)
.
1

Média de densidade optica leituras das células controle

Os resultados de cardiotoxicidade foram submetidos a uma
ANOVA one way. A diferenca estatistica entre os grupos foi veri-
ficada no teste de Bonferroni com intervalo de confianca de 95%.

Cultura de Trypanosoma cruzi

Infeccao por tripomastigotas: tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y
rotulada com GFP)' foram obtidos a partir dos sobrenadantes de
culturas de células LLC-MK2 infectadas (ATCC CCL-7; American
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Type Culture Collection, Rockville, MD). As células foram culti-
vadas no meio RPMI 1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino
(FBS) a 37°C em 5% de CO,. Formas livres de tripomastigotas
foram encontradas nos sobrenadantes das células diariamente.
O sobrenadante foi colhido e centrifugado a 3000 RPM por 15
minutos e os pellets foram ressuspendidos no meio RPMI suple-
mentado com B27 para infeccao dos cardiomidcitos. Os cardio-
midcitos foram incubados durante 24 horas no meio RPMI suple-
mentado com B27 contendo 2,5 x 10° tripomastigotas (MOI 5:1).
Apos 24 horas de infeccdo, os parasitas foram descartados e as
células foram lavadas trés vezes com PBS. Em seguida, foi adicio-
nado meio RPMI suplementado com B27 sem parasitas. As células
foram cultivadas por mais 24 horas, até 48 horas de infeccao.

Coloracéo

Apds 48 horas de infeccdo, as células foram lavadas trés

vezes com PBS e fixadas com PFA 4% por 30 minutos. O PFA foi
(A)
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descartado e as células foram lavadas trés vezes com PBS. As
células foram incubadas durante uma hora com DAPI (NucBlue,
Molecular Probes) para corar ndcleos e Alexa Fluor 555 faloidina
(Invitrogen) para corar actina. Apos a coloracéo, as células foram
lavadas com PBS e mantidas a 4°C até a aquisicao de imagens
no Cellomics® ArrayScan® VTI High Content Analysis Reader com
foco automatico e aquisicdo de 50 imagens por pogo com uma
ampliacao de 40 vezes.

Infeccdo por amastigotas: cardiomidcitos ligados a laminas de
vidro revestidas com laminina foram infectados com amasti-
gotas extracelulares da cepa G de T. cruzi como previamente
descrito'. Ap6s 72 horas, as células foram fixadas com para-
formaldeido 4% em PBS e parasitas rotulados com soro humano
chagasico (com Ig anti-humano Alexa 488 (Thermo Fisher, EUA),
em verde). Os filamentos de actina foram corados com faloidi-
na-TRITC (Thermo Fisher, EUA) e DAPI (Thermo Fisher, EUA) foi
usado para rotular os nlcleos e cinetoplastos.
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Figura 1. Caracterizacdo das iPSCs; (A) Citometria de Fluxo para marcadores nucleares de pluripoténcia nas passasgens11, 30 e 50; (B) PCR endpoint
para marcadores do pluripoténcia (DNMT3B = 203 bp); (DPPA2 = 606 bp); (ESG = 243 bp); (GDF3 = 631 bp); (TERT = 446 bp); (LIN28 = 129 bp); (REX1 =
267 bp); (OCT4 = 144 bp); (NANOG = 391 bp) (controle 100 bp); (C) Imunofluorescéncia dos marcadores do pluripoténcia (OCT4, NANOG e TRA-1-81).
Coloracgao de DAPI do nicleo e imagens mescladas dos marcadores e nlcleos corados juntos, barra da escala: 100 uM.
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RESULTADOS

Geracéao de células iPS humanas

Eritroblastos de um doador saudavel (ACP) foram reprograma-
dos usando vetores epissomais. Clones de células iPS ACP5 foram
coletados apos a formacao de coldnias durante a reprogramacao
e expandidas. A Figura 1A mostra a analise de citometria de fluxo
de marcadores de fatores de transcricao das hiPSCs. As célu-
las mostram alta coloracao positiva para todos os marcadores,
mesmo apos o cultivo a longo prazo (50 passagens). Fatores de
transcricdo e marcadores de membrana também sdo mostrados
por imunofluorescéncia na figura 1B. ACP5 mostra a expressao de
genes marcadores de pluripoténcia para hiPSC (Figura 1C). Para
validar o nosso método de passar células-Unicas, nos fizemos
analises de cariotipo durante o cultivo de longo prazo. O clone
ACP5 apresentou cariotipo normal até a passagem 50 (Figura 2A).

Finalmente, a capacidade de diferenciacao inicial in vitro foi
avaliada pela diferenciacdo espontanea de EB apos 13 dias em
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cultura de suspensao sem compostos para induzir a diferencia-
cao especifica. A RT-PCR mostra que as células diferenciadas
expressaram marcadores de endoderme (AFP), mesoderme (BRA-
CHURY e MSX1) e ectoderme (PAX6) (Figura 2B), demonstrando
que o clone ACP5 pode se diferenciar nas trés camadas germina-
tivas in vitro. Conjuntamente, esses dados confirmam que nosso
processo de reprogramacao e cultivo de hiPSCs apresenta alta
reprodutibilidade, gerou células com boa qualidade e capazes de
se diferenciar em qualquer tipo de célula.

Diferenciagdo cardiaca de hiPSCs e seu uso para a descoberta
de drogas

O clone iPS ACP5 foi entdo usado para gerar cardiomiocitos
humanos derivados de iPSCs (iPSC-CM). As células das passagens
20 a 60 foram usadas e a diferenciacdo em cardiomiocitos foi
igualmente eficiente. (https://youtu.be/07Thu63V-50). Mos-
tramos por citometria de fluxo a porcentagem de expressao de
Troponina T cardiaca especifica (gene TNNT2) em diferentes pas-
sagens (Figura 3A). Uma populacao altamente pura de iPSC-CM
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Figura 2. Caracterizacao das células iPS. (A) Caridtipos normais durante o cultivo de longo prazo nas passagens 11, 30 e 50. (B) Formacao de corpos
embrioides, barra da escala: 1000 uM. (C) PCR endpoint para os trés marcadores de derivados de linhagens: Endoderma - marcador AFP; Mesoderma -

marcadores BRACHURY e MSX1 e Ectoderma - marcador PAX6.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Vigil. sanit. debate 2018;6(1):32-40 | 36



PR

(acima de 90%) foi alcancada independentemente da passagem
de hiPSCs. Usando hiPSC-CMs da passagem 60, mostramos tam-
bém a presenca de outras proteinas cardiacas especificas como
a-actinina (ACTN2); miosina de cadeia pesada (MYH7) e a forma
adulta de Troponina | (TNNI3) (Figura 3B).

Em seguida usamos cardiomiocitos com pureza acima de 90%
para a troponina T cardiaca (figura 4A e C) para verificar se
esses cardiomiocitos conseguiriam recapitular a cardiotoxici-
dade induzida por doxorrubicina. Fizemos analises diferentes
em dois laboratérios diferentes, que realizaram os ensaios sob
as condicdes de Boas Praticas de Laboratoério (GLP). A Figura
4B (painel superior) mostra o ensaio de toxicidade da doxor-
rubicina realizado pelo Laboratério Biosintesis. A Figura 4D
(painel inferior) mostra o ensaio de toxicidade da doxorrubi-
cina realizado pelo CIEnP. Em ambas as analises, concentra-
coes diferentes de doxorrubicina resultaram em diferentes
niveis de cardiotoxicidade. As figuras 4E - 4H mostram o efeito
de diferentes drogas sigilosas em desenvolvimento (os nomes
sao confidenciais) nao relacionadas a doencas do coracao em
cardiomiocitos humanos. Para algumas drogas, foi observada
toxicidade em baixas e altas doses; para outras, foi observada
toxicidade somente em doses mais elevadas. Conjuntamente,
esses dados sugerem que cardiomidcitos gerados a partir do
clone ACP5 podem fornecer amostras de células boas e confia-
veis para testes de cardiotoxicidade humana.

Biagi DG et al. Cardiomiocitos humanos para descoberta de drogas

Finalmente, avaliamos se cardiomiocitos humanos derivados de
iPSCs poderiam se infectar com T. cruzi. A Figura 5 mostra infec-
cao eficiente independentemente da forma de T. cruzi utilizada.
Tanto tripomastigotas (A) quanto amastigotas (B) infectaram as
células com sucesso. Os cardiomiocitos continuam batendo mesmo
apos nove dias de infeccao (https://youtu.be/SjRsBOsjd-M).

DISCUSSAO

Neste estudo, mostramos uma reprogramacao confiavel do sangue
de um Unico paciente usando abordagens nao virais e nao integra-
tivas (Figura 1). Abordagens nao integrativas sdo desejaveis para
evitar modificages genéticas da linhagem celular que poderiam
danificar um componente importante da célula. Nossos resultados
mostram que a linhagem ACP5 foi reprogramada fielmente, mos-
trando todas as caracteristicas basicas de uma linhagem de célu-
las pluripotentes relatadas na literatura, como a expressao dos
marcadores-chave, morfologia e estabilidade genomica (Figura 2
e Heng e Fussenegger'). A analise de cariotipo foi realizada em
diferentes passagens até a passagem 50, confirmando a estabili-
dade gendmica, o que esta de acordo com a literatura®™.

Quanto ao protocolo de diferenciacdo dos cardiomiécitos, con-
seguimos mostrar que as células obtidas sob nosso processo
patenteado sdo confiaveis e apresentam as caracteristicas basi-
cas necessarias para a identificacdo de compostos cardiotoxicos
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Figura 3. (A) Citometria de fluxo de troponina T cardiaca (cTnT) de diferentes lotes de diferenciacao. (B) Citometria de fluxo da a-actinina (ACTN2),
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lote. Na posicéo superior direita, indicam porcentagem de células positivas.
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(Figura 4). A doxorrubicina é uma antraciclina usada como droga
antineoplasica que induz cardiotoxicidade em uma fragdo dos
pacientes tratados'. Neste estudo, mostramos que a linhagem
de células desse estudo é sensivel a doses biologicamente rele-
vantes de doxorrubicina. E importante notar que os testes foram
feitos por dois parceiros diferentes (CiEnP e Laboratorio Biosin-
tesis), os quais trabalham sob condicoes de GLP e realizaram o
teste de acordo com as diretrizes de referéncia.

Também mostramos que nossas células sdo passiveis de infeccao
por T. cruzi, o agente infeccioso da doenca de Chagas (Figura 5 e
https://youtu.be/SjRsB0sjd-M), um assunto de grande interesse
da comunidade cientifica brasileira, devido a sua importancia
na saude publica. Ao desenvolver esse novo modelo, nds trouxe-
mos muitas vantagens para agregar ao trabalho da comunidade

Biagi DG et al. Cardiomidcitos humanos para descoberta de drogas

cientifica da doenca de Chagas, como: 1) um modelo mais rele-
vante, usando células de coracdo humano em vez de lidar com
as diferencas entre as células do coracdao humano e animal; 2)
substituicdo do uso de animais, oferecendo um método alterna-
tivo que se baseia exclusivamente em células humanas; 3) maior
reprodutibilidade experimental, oferecendo as mesmas células e
o mesmo doador (background genético); 4) possibilidade de ava-
liar as diferencas genéticas que poderiam ser a causa da varia-
bilidade clinica dos sintomas da doenca; 5) producédo de uma
quantidade ilimitada de células e adaptacao para plataformas de
alto rendimento de triagem de drogas.

Considerando todas essas informacdes, podemos concluir que
as iPSCs humanas e cardiomiocitos derivados de iPSCs sao Oti-
mas ferramentas de pesquisa e devem ser apoiadas nao so pela
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Figura 4. Painel superior; (A) Citometria de fluxo da troponina T cardiaca (cTnT) para diferentes lotes de diferenciacao e (B) Analise MTT e Vermelho Neutro
de toxicidade da doxorrubicina do Laboratodrio Biosintesis Doxo 1 e 10 Doxo representam 1 pM e 10 uM de tratamento de doxorrubicina. Painel inferior; (C)
Citometria de Fluxo da troponina T cardiaca de diferentes lotes de diferenciacao; (D) Analise MTT e Vermelho Neutro de toxicidade da doxorrubicina do
CIEnP; e (E-H) andlise MTT e Vermelho Neutro do CIEnP para possiveis novas drogas nao relacionadas com doencas cardiacas. Para a citometria de fluxo, os
nimeros na posicao superior esquerda dentro do grafico indicam o lote. Na posicao superior direita, indicam porcentagem de células positivas.
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(B)

Figura 5. (A) Infeccao de cardiomiocitos por T. o cruzi na forma tripomastigota, zoom 20x. (B) Infeccao de cardiomiocitos pela forma amastigota, zoom
100x. Actina corada em vermelho, verde sao T. cruzi modificados e o azul sao os nucleos e cinetoplastos corados.

comunidade cientifica brasileira, mas também por seu marco
regulatorio. Como mencionado anteriormente, estamos lidando
com material biolégico humano (células) que passou por extensas
manipulacdes em laboratorio para adquirir as propriedades espe-
cificas discutidas nesta publicacao. Internacionalmente, esses rea-
gentes bioldgicos sdo intepretados por agéncias reguladoras, como
PRODUTOS DE USO EXCLUSIVO EM PESQUISA (RUO), ou seja, nao
precisam de nenhum registro de mercado ou liberacao da agéncia
reguladora para serem comercializados. A etiqueta RUO pressupoe
que o produto nao é permitido para uso humano ou diagnéstico. E
de responsabilidade do vendedor fornecer essas informacdes e do
comprador cumpri-las e fazer o uso correto do produto. No Brasil,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) ja emitiu uma
Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) que permite que PRODU-
TOS DE USO EXCLUSIVO EM PESQUISA sejam comercializados no
pais sem a necessidade de registro’. E de clara compreenséo que
os reagentes bioldgicos relatados nesta publicacdo se encaixam
exatamente na descricao acima mencionada.

E importante destacar a importancia de considerar esses rea-
gentes bioldgicos (células humanas) como um produto comercial
também. Pode-se argumentar que as células humanas ndo podem
ser comercializadas no Brasil, pois nossa Constituicdo proibe tal
ato (art. 199, #4). Sugerimos aqui que esse entendimento da
Constituicao foi superado e deve ser atualizado para refletir os
avancos recentes no campo cientifico, como o advento das iPSCs,
discutidos nesta publicacao. A Advocacia Geral da Uniao decla-
rou publicamente que nao é proibido comercializar produtos
bioldgicos (células humanas) que foram submetidos a extensas
manipulacdes em laboratorio (de modo a evitar a intencao de
mercantilizacdo de partes do corpo) porque, devido aos avan-
cos tecnologicos, a comercializagdo destes produtos biologicos
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poderia levar, no futuro, a excelentes aplicacdes médicas e tera-
péuticas (http://bit.ly/AGU_parecer). Nos reforcamos e ecoa-
mos este raciocinio, pois isso abriria as portas para um grande
progresso biotecnoldgico em nosso pais, trazendo seguranca juri-
dica e oportunidades de investimento.

A comunidade cientifica brasileira sabe bem que nao existem impe-
dimentos (éticos ou regulatorios) para importar células humanas do
exterior, exigindo-se do pesquisador apenas que apresente o Termo
de Consentimento do doador do material bioldgico (células) usado
em seu projeto para o Sistema de Comités de Etica em Pesquisa
e para a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa @ CEP/Conep.
Em uma relacdo comercial (compra das células), este documento
€ entregue ao pesquisador (comprador) pela empresa (vendedora)
que vende as células, provando que a empresa adquiriu o material
biolégico sob um Termo de Consentimento eticamente aceito. Suge-
rimos que, ao aplicar o mesmo raciocinio as empresas brasileiras,
estamos, de fato, aplicando o principio da isonomia, um principio
basico e altamente apreciado de nossa Constituicao.

CONCLUSOES

Nesta publicacdo, mostramos que temos capacidade para produzir
reagentes bioldgicos tecnicamente avancados e confiaveis para a
comunidade cientifica brasileira e que o quadro regulamentar para
a comercializacao de tais produtos ja esta estabelecido sob exigén-
cias éticas (termo de consentimento) consultaveis. Este é um passo
importante em direcdo a independéncia biotecnologica e mostra
que a competéncia da tecnologia brasileira vem aumentando. Os
resultados relatados aqui estao de acordo com a literatura, e mais
dados usando essas células estdo sendo coletados para futura publi-
cacao em revistas cientificas com revisao por pares.
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