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A expectativa de vida média dos seres humanos vem aumentando progressivamente.
Contudo, é fato inegavel que, além de viver mais, se quer viver com qualidade de vida.
Neste cenario, as perspectivas do uso de células como ferramentas tornaram-se um foco
importante e proficuo da pesquisa mundial.

Em estudo recente, Silva Junior e Ramalho' destacaram que nas proximas duas décadas,
devido ao envelhecimento da populacéo, as doencas do sistema circulatorio continuarao
responsaveis pela maior parte das mortes, embora com tendéncia de diminuir, seguida das
doencas oncologicas e de doencas degenerativas como Alzheimer e deméncia. Tais enfer-
midades implicam em alto impacto no custo do sistema de salde publico e privado.
Os autores também consideram a tendéncia de aumento das causas de morte externa,
concentradas em agressdes e acidentes de transito, com grande impacto na populacao.

Por outro lado, resultados obtidos a partir de estudos clinicos concluidos e em andamento
indicam um enorme potencial terapéutico da terapia baseada em células estaminais (SC)
no tratamento de distUrbios degenerativos, autoimunes e genéticos?.

Atualmente tem se discutido intensamente as questdes éticas e de seguranca do uso de
células-tronco embrionarias humanas (hESC), células-tronco induzidas (iPSC) e a terapia
baseada em células-tronco mesenquimais (MSC). Uma evidéncia simples do interesse nes-
ses temas pode ser obtida na base de dados PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov), na qual,
entre os anos de 2008 e 2017, recupera-se um numero significativo de artigos para as
palavras-chave “human embryonic stem cell” (hESC), “human iPSC” (hiPSC) e “human
mesenchymal stem cells” (hMSC). Ao todo, foram 13.515, 10.288 e 29.464 artigos, res-
pectivamente, na busca realizada em 06 de fevereiro de 2018. O interesse nestes campos
da ciéncia aumentou vertiginosamente para hiPSC e hMSC, mas manteve-se praticamente
estavel neste periodo para hESC, sendo a pesquisa em hMSC a mais numerosa (Figura).

As hESC sdo células com cariotipo normal, capazes de se dividir indefinidamente e se diferen-
ciarem em qualquer tipo celular tanto in vitro como in vivo®. Originam-se a partir da massa
celular interna pluripotente dos embrides pré-implantacédo?, sendo identificadas por marcadores
especificos. Contudo, questiona-se se é moralmente aceitavel buscar novas terapias para curar
doencas a custa de destruir um embrido humano precoce. Este dilema ético é tratado de modo
diferente em muitos paises. Na Italia, por exemplo, é proibida qualquer pesquisa com hESC,
enquanto no Reino Unido a pesquisa € permitida, mas seu uso terapéutico ou na reproducao é
proibido. No Brasil, a Lei n° 11.105, de 24 de marco de 2005° permite a pesquisa e o uso terapéu-
tico das hSEC e atribui a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) sua regulamentacao
(Decreto n° 5.591, de 22 de novembro de 2005°). A proposta de regulamentacao brasileira e a
possibilidade juridica de registro e comercializacdo de produtos de terapias avancadas no Brasil
serao mais profundamente detalhadas nos artigos de Garcia et al. e de Parca et al., publicados
no presente nimero tematico, que ainda traz a abordagem dos principais riscos envolvidos na
producao e no fornecimento dos produtos de terapias avancadas no artigo de Silva Junior et al.

A plasticidade das hESC estimula inimeras aplicagdes clinicas, mas o controle de sua proli-
feracdo in vivo ndao tem se mostrado simples, levando ao desenvolvimento de teratomas’s.
Para superar essa importante limitacao, a diferenciacao completa no tipo celular desejado
antes da injecdo tem se mostrado promissora e com potencial de aplicacao clinica’. Na base
de dados ClinicalTrials.org, em levantamento realizado em 06 de fevereiro de 2018, foram
identificados 34 estudos utilizando hMSC, dos quais sete foram concluidos. Ha no Brasil um
estudo, da Universidade Federal de Sao Paulo, na fase de recrutamento (Tabela).
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Figura. Nimero de artigos publicados entre 2008 e 2017 na base PubMed para as palavras-chave human embryonic stem cell (hESC), human iPSC

(hiPSC) e human mesenchymal stem cells (hMSC), conforme a legenda.

As iPSC surgiram como uma alternativa ao uso de embrides,
sendo obtidas de células somaticas, mas compartilham diver-
sas semelhancas com as hESC, particularmente a plasticidade,
a partir da superexpressao de alguns fatores como o c-MYC'. As
iPSC podem ser obtidas de pacientes com doencas especificas,
tornando possivel a avaliacdo de farmacos e a geracao de mode-
los in vitro de doencas humanas. Do ponto de vista terapéu-
tico, ndo apresentam risco de rejeicao imunologica. Do mesmo
modo que as hESC, as iPSC nao diferenciadas quando implanta-
das podem resultar em tumores devido a proliferacdo e dife-
renciacdo descontrolada causadas por anormalidades genéticas.
0 uso terapéutico das iPSC iniciou-se com pacientes portadores
de degeneracdo macular''. E paralelamente, 21 estudos clini-
cos vém sendo conduzidos (www.clinicaltrials.gov, acessado em
06/02/2018) visando o tratamento de diabetes, desordens neu-
roldgicas, problemas cardiacos, entre outras doencas, dos quais
dois estudos estao concluidos (Tabela).

Os avancos na aplicacdo clinicas das iPSC requerem detalhada
analise de mutacdes presentes nas células somaticas aliada ao
uso de rigidos procedimentos operacionais padrao para a veri-
ficacdo rotineira de anormalidades genéticas antes do uso cli-
nico™. Neste nimero tematico, Biagi et al. discutem as poten-
cialidades de cardiomiocitos obtidos a partir de iPSC para a
descoberta de novos farmacos, com grande impacto potencial
na reducado do nimero de animais utilizados em testes in vivo,
além de maior poder preditivo.

As células-tronco mesenquimais, semelhantes aos fibroblas-
tos embora com nucleo alongado e cromatina condensada, sao
frequentemente isoladas da medula 6ssea, do tecido adiposo,
do sangue de cordao umbilical e polpa dentaria®™ ™. Sao células
multipotentes que apresentam capacidade de autorrenovacao.
ASociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT - International
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Tabela. Estudos clinicos registrados na base de dados ClinicalTrials.
org segundo a situacdo do andamento para human embryonic stem cell
(hESC), human iPSC (hiPSC) e human mesenchymal stem cells (hMSC).

Situacdo em 06 de fevereiro de 2018 hESC  hiPSC  hMSC
Ainda nao recrutando 1 3 31
Recrutando 12 8 57
Recrutando por convite 1 3 4
Ativo, nao recrutando 4 2 28
Suspenso 1 0 3
Finalizado 1 1 4
Completo 7 2 60
Retirado 1 0 7
Desconhecido' 6 2 50
Subtotal 34 21 244

' Estudo passou a data de concluséo e sua situagdo nao foi verificada ha
mais de dois anos.

Society for Cellular Therapy) estabeleceu critérios minimos para
a caracterizacdo uniforme de MSC, como aderéncia plastica,
potencial de diferenciacdo em linhagem osteogénica, condrogé-
nica e adipogénica, expressao de CD105, CD73, CD90 e auséncia
de marcadores hematopoiéticos CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e HLA-DR™.

As MSC sao conhecidas desde os trabalhos iniciais na década de
1970'. Nestas ultimas décadas, muitos estudos basicos e clini-
cos investigam o uso terapéutico das MSC como no tratamento
da osteoporose'’, reparo de tenddes'®, doenca renal', figado?
e infarto do miocardio?’. Os resultados evidenciam que MSC
da medula 6ssea e do tecido adiposo, tanto alogénicas como
autélogas, sao seguras, simples e efetivas para o tratamento de
doencas autoimunes e doencas inflamatdrias cronicas, como a

Vigil. sanit. debate 2018;6(1):1-5 | 2


http://www.clinicaltrials.gov/

R

Diabetes Mellitus tipo |, abordado neste nimero por Leal-Lopes
et al. A preocupacao quanto ao uso de MSC deve-se ao risco de
diferenciacao indesejada e potencial para suprimir a resposta
imune antitumoral e promover a angiogénese que pode con-
tribuir para o crescimento do tumor e metastase. Calcificacdo
do miocardio infartado ocorreu apo6s o uso de MSC da medula
ossea nao fracionada?. Mais de duas centenas de estudos clinicos
estao registrados na base ClinicalTrials.org (www.clinicaltrials.
org, acessado em 06-02-2018), dos quais dois estao na fase de
recrutamento no Brasil: um avaliando as MSC para tratamento
de glaucoma avancado (Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Medicina) e outro em pacientes transplantados com severa resis-
téncia ao tratamento com corticosteroides (Hospital das Clinicas
de Porto Alegre, Centro de Tecnologia Celular).

A utilizagdo de células humanas, adultas ou embrionarias, trans-
cendem as aplicacdes clinicas. Complexos processos biotecnologi-
cos vém sendo desenvolvidos e associados, por exemplo a micro-
fluidica, resultando em tecnologias capazes de permitir novas
estratégias para estudos toxicologicos como o organ-on-a-chip?,
bem como associada a nanoparticulas como relatado neste fas-
ciculo por Jasmin e Borojevic. Ha grande expectativa de que os
novos modelos de cultivo tridimensional, associados ou nao a
microfluidica, possam promover importante reducdo dos testes
em animais e, simultaneamente, aumentar a preditividade dos
testes?#?526, como vem ocorrendo com os modelos de pele equi-
valente apresentados no nosso nimero tematico por De Vecchi et
al. Os desafios relacionados ao cultivo de células tridimensional
sao detalhadamente abordados por Cavalheiro et al., assim como
as perspectivas regulatorias do uso de células-tronco e iPSC em
métodos alternativos ao uso de animais; tema descrito neste fas-
ciculo por Biagi et al.

E fundamental enfatizar que o uso dos produtos de terapias
avancadas, bem como o de tecnologia celular para testes alter-
nativos, depende crucialmente de um rigido controle da qua-
lidade dos insumos e processos. No presente numero tematico
este aspecto é abordado por Carias et al., que destacam os tes-
tes prevalentemente citados na literatura cientifica ou em nor-
mas sanitarias, aplicados na avaliacao da qualidade de células
primarias humanas, passiveis de serem inseridos na rotina dos
Centros de Processamento Celular.

Também neste nimero, Folgueras-Flatschart et al. chamam a
atencao para os principais contaminantes das culturas celulares,
bem como a incorreta determinacdo da identidade das células.
Ainda, destaca-se a necessidade de substituicao do soro fetal
bovino pelo equivalente humano, abordado nos artigos de Mene-
ses et al. e Takamori et al., incluindo como fonte o plasma rico
em plaquetas, descrito por Teixeira et al. Também contamos
neste nimero com o artigo de da Silva et al. que descrevem
o uso da tecnologia celular para o desenvolvimento de testes
toxicologicos aplicados ao controle da qualidade de produtos
injetaveis no Brasil.

Neste contexto, além da aplicacdo das tecnologias celulares
avancadas na terapia de diversas doencas, € inegavel o poten-
cial disruptivo das hESC, iPSC e MSC no campo da Toxicologia.
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A capacidade crescente de mimetizar in vitro tecidos, aliada ao
desenvolvimento das ferramentas analiticas e de imagem, tém
possibilitado desenvolver testes in vitro capazes de reduzir o
uso de animais e, em alguns casos, até substitui-los para alguns
desfechos toxicoldgicos especificos. O The European Union Refe-
rence Laboratory for alternatives to animal Testing (EURL ECVAM)
desenvolveu o Servico de Banco de Dados em Métodos Alternati-
vos ao Uso de Animais (DB-ALM, database service on Alternative
Methods to animal experimentation). Segundo informacgoes obti-
das do sitio eletronico (https://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu/
- acessado em 06-02-2018), o DB-ALM é um servico de banco de
dados publico e factual que fornece informagdes avaliadas sobre o
desenvolvimento e aplicagdes de métodos avancados e alternati-
vos para experimentacdo animal em Ciéncias Biomédicas e Toxico-
logia, tanto em pesquisa quanto para fins regulatorios.

A versao atual do DB-ALM cobre os seguintes Conjunto de Dados:

1. Resumos de topicos: Revisao tematica de data sheets na
forma de resumo executivo sobre métodos alternativos,
disponivel no DB-ALM para uma area de topico inteira (por
exemplo: Absorcdo percutanea, Irritacdo ocular).

2. Descricdes do método: dois niveis de detalhe: i) resumos
de métodos que cobrem o principio cientifico, as necessi-
dades abordadas, as principais aplicacoes e a situacao atual
do desenvolvimento, validacdo ou aceitacdo do método; ii)
protocolos com instrucdes técnicas detalhadas para permi-
tir a transferéncia de um método para um laboratoério.

3. Descricdes de projetos e estudos: avaliacoes de métodos,
incluindo projetos integrados da Uniao Europeia (UE) e estu-
dos de validagdo formal selecionados como registros suma-
rios, referenciados com setores de dados relacionados.

4. Compostos e resultados de testes: listas de substancias
(mais de 3.000) e investigacoes individuais realizadas com
métodos incluidos no DB-ALM.

5. Pessoas e instituicdes: Informacoes sobre pessoas e institui-
¢oes ativas no campo de métodos alternativos sdo fornecidas
com base na participacao voluntaria.

6. Bibliografia: Todas as referéncias analisadas para a compila-
cao das folhas de dados.

Por exemplo, no tema cultivo celular, é possivel encontrar um
protocolo sobre o cultivo de células-tronco (Method Summary, n°
165 - Differentiation of induced-pluripotent stem cells into post-
-mitotic neurons and glial cells - mixed culture), o qual descreve
todos os estagios de diferenciacdo de células-tronco pluripoten-
tes humanas induzidas em células precursoras neurais e ainda
em culturas mistas de neurdnios pos-mitoticos e células gliais.
Com relacédo a toxicidade local, destacam-se os testes de irri-
tacao ocular EpiOcular™ (Method Summary, n° 164) e o Modelo
de Epitélio Corneo Humano SkinEthic™. Para analise da sensibi-
lizagdo dérmica, o método KeratinoSens™ (Method Summary n°
155 - OECD TG n° 442D) que permite discriminar entre compostos
quimicos que sensibilizam a pele daqueles que nao sensibilizam.
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0 que se pode observar concretamente é que avangos no campo da
Tecnologia Celular, na Bioinformatica (tratando big data das omi-
cas), e nas recentes descobertas relativas as Vias de Efeito Adverso
(Adverse Outcame Pathways) tém transformado a Toxicologia em
uma ciéncia mais preditiva e a Toxicologia Regulatoria em uma
subarea que cada vez mais busca elucidar as bases mecanisticas por
tras dos eventos adversos induzidos por xenobioticos?’%. Hoje, as
abordagens multidisciplinares, fundamentadas em conhecimentos
sobre processos fisicos, quimicos e bioldgicos, integram métodos
in vitro, in silico e 6micas capazes de identificar potenciais efeitos
toxicos de compostos quimicos. O que se tem visto na pratica é o
uso desses métodos em Estratégias de Teste Integradas (Integrated
Testing Strategies), juntamente com dados experimentais gerados
por testes alternativos (ndo animais), como testes in vitro e rastre-
amento de alto rendimento (High Throughput Contend Screening),
concorrendo para analises com maior poder preditivo e aplicabili-
dade aos seres humanos?.

Destarte, resta claro que as tecnologias celulares se apresentam
como promissoras ferramentas terapéuticas e como modelos in
vitro para testes toxicologicos alternativos, porém a seguranca
juridica para seu uso e comercializacdo, o estabelecimento de
protocolos operacionais padrao para manipulacao e a demons-
tracao da seguranca e qualidade estao ainda em construcao.

Comprometidos em contribuir para o avanco regulatorio e da ino-
vacdo, a Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI),
em pareceria com a Anvisa, promoveram, em Brasilia, nos dias 8 e
9 de maio de 2017, o Seminario Internacional de Produtos de Tera-
pias Avancadas e Novas Tecnologias utilizando células humanas.
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O foco do seminario foi discutir uma regulamentacédo que per-
mita o avanco das tecnologias da fronteira do conhecimento na
area de salde, tais como as terapias génica e celular, a bioen-
genharia de tecidos e seus beneficios aos portadores de doencas
cronico-degenerativas.

Especialistas, pesquisadores e técnicos da Anvisa, dos Minis-
térios da Salde (MS), de Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e
Comunicagdes (MCTIC), da Industria, Comércio Exterior e
Servicos (MDIC), da Advocacia Geral da Uniao (AGU), de uni-
versidades brasileiras, do Inmetro, da Fiocruz, da ABDI, além
de representantes de empresas e startups nacionais e inter-
nacionais participaram do evento, evidenciando que o pais
caminha efetivamente para a inovacao e aplicacao tecnolé-
gica neste campo.

Ao longo do evento foi consenso que seria relevante conso-
lidar parte das discussdes na forma de artigos cientificos que
abordassem as diferentes perspectivas discutidas no seminario.
Assim, neste nimero tematico da Visa em Debate, consolida-
mos o esforco conjunto de autores, editores e equipe da revista.
Ao longo das proximas paginas vocé, leitor, encontrara diversas
abordagens sobre a utilizacdo de células como ferramentas tanto
para a terapia de doencas como para avaliacao do perigo de
compostos quimicos. As oportunidades e desafios sao imensos,
mas a determinacao para aprofundar-se no conhecimento e a
possivel aplicacdo em favor do bem-estar das pessoas sao, igual-
mente, espetaculares.

Desejamos uma boa leitura!
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