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RESUMO

Células-tronco embriondrias sao derivadas da massa celular interna de
blastocistos com poucos dias apds sua fertilizacao in vitro. Tais células podem
ser cultivadas indefinidamente num estado indiferenciado e sao capazes de se
transformar em todos os tecidos de um animal adulto. Essas caracteristicas
facilitamm sua utilizacdo em estudos sobre o desenvolvimento, testes
toxicoldgicos de novos farmacos e eventualmente no tratamento de patologias
humanas e animais. Nesse trabalho iremos descrever as formas de cultivo e
diferenciacdao das células-tronco embrionarias e quais os desafios que precisam
ser superados para sua eventual aplicacdo terapéutica na medicina veterinaria
e areas afins.
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ABSTRACT

Embryonic stem cells are derived from the inner cell mass of blastocysts in
early stages of development. These cells can be cultured indefinitely under an
undifferentiated state and are able to differentiate into all tissues of an adult
animal. Based on these characteristics, embryonic stem cells are essential for
developmental studies, screening of new drugs and potentially as novel
therapies related to both humans and animals pathologies. In this work we
describe how embryonic stem cells are cultured and which goals should be

achieved for its application in veterinary medicine.
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1 Introducao

Células-tronco possuem a capacidade de se auto-renovar e produzir
descendentes especializados (WATT & HOGAN, 2000). Essas células podem ser
classificadas em trés tipos de acordo com seu potencial de diferenciagao:
totipotentes, pluripotentes e multipotentes.

Quando ocorre a juncao do espermatozdide com o évulo in vitro, forma-
se uma célula denominada zigoto, Unico representante da condigao totipotente.
Nesse caso, se implantado no Utero, é capaz de gerar um novo animal, bem
como todos os anexos embrionarios importantes para o seu desenvolvimento.

Células-tronco pluripotentes sao geralmente derivadas da massa celular
interna de um embrido em estagios iniciais de formagao. Essas células tém a
capacidade de originar todos os tecidos adultos, porém ndo dao origem aos
anexos embrionarios. Por esse motivo sdao incapazes de dar origem a um
animal. Sao exemplos de células pluripotentes as células-tronco embrionarias e
células derivadas de carcinomas embrionarios. Recentemente, células

derivadas da pele, reprogramadas geneticamente pela utilizacdo de virus,
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também apresentaram caracteristicas pluripotentes, de forma semelhante as
embrionarias (TAKAHASHI et al., 2007; YU et al., 2007).

Por fim, existem as células-tronco multipotentes capazes de originar um
numero limitado de tipos celulares distintos (GAGE, 2000). Essas células
podem ser encontradas desde tecidos fetais até animais adultos, sendo
localizadas em regides como medula dssea, cérebro, intestino, figado etc.

O estudo das células-tronco embrionarias tem como marco o ano de
1970, quando foram caracterizadas as primeiras células pluripotentes, obtidas
a partir de teratocarcinomas formados pelo implante de embrides em testiculos
de camundongo (SOLTER et al., 1970; STEVENS, 1970).

Com o avancgo das pesquisas, foram isoladas as primeiras células-tronco
embrionarias (EVANS & KAUFMAN, 1981) obtidas a partir da massa celular

interna de um blastocisto pré-implantado de camundongo (Figura 1).
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Figura 1: Esquema sobre a obtencdo de células-tronco embriondrias a partir

da massa celular interna de um blastocisto.
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Desde seu isolamento até os dias atuais houve grande avanco nas
técnicas de cultivo e manipulacao desses tipos celulares. No final da década de
1980, o fator inibidor de leucemia, conhecido pelo acrénimo LIF, foi descrito e
desde entdo tem sido amplamente utilizado para a manutencao das células-
tronco embrionadrias de camundongos numa condicdao pluripotente (SMITH &
HOOPER, 1987).

Em 1995 foram isoladas as primeiras células-tronco embrionarias de
primatas ndo humanos e trés anos depois, as de blastocistos humanos foram
obtidas (THOMSON et al., 1998).

Em 2005, foi aprovada a Lei de Biosseguranca (n. 11.105/05) que
autorizou o uso de células-tronco embriondrias humanas no Brasil sem,
entretanto, regulamentar a utilizagdo dessas células, isoladas de outras
espécies.

“Art. 5° F permitida, para fins de pesquisa e terapia, a utilizagdo de
células-tronco embrionarias obtidas de embribes humanos produzidos por
fertilizagcdo in vitro e nao utilizados no respectivo procedimento, atendidas as
seguintes condigbes:

I - sejam embribes inviaveis; ou

II - sejam embribes congelados ha 3 (trés) anos ou mais, na data da
publicacdo 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.

1° Em qualquer caso é necessario o consentimento dos genitores.

2° Instituicoes de pesquisa e servicos de saude que realizem pesquisa ou
terapias com células-tronco embriondrias humanas deverdo submeter seus
projetos a apreciacdo e aprovacdo dos respectivos comités de ética em
pesquisa.

3° 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 n°® 9.434, de 4

de fevereiro de 1997.”
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Apesar de sua aprovacao pelo Congresso Nacional, a polémica em torno
da pesquisa com células-tronco embrionarias humanas persistiu. Ainda em
2005, o entdo Procurador Geral da Republica, Claudio Fonteles, questionou a
constitucionalidade do artigo 5° da Lei de Biosseguranca.

Segundo o artigo 5°, é permitida a utilizacdo, em pesquisas cientificas,
de dois tipos de embrides humanos para a derivacdao de células-tronco
embrionarias: os considerados “inviaveis” e os que estdao congelados ha mais
de trés anos. Para Fonteles, este artigo da lei de Biosseguranca fere o principio
da “inviolabilidade do direito a vida” da Constituicdo brasileira, pois embrides
serao destruidos e esse ato representaria um atentado a vida humana. O
Supremo Tribunal Federal analisou a agao direta de inconstitucionalidade
contra o artigo da Lei de Biosseguranca que liberou essa linha de pesquisa e,
em maio deste ano, aprovou definitivamente o uso de células-tronco

embrionarias no Brasil.

2 Desenvolvimento

2.1 Cultivo das células-tronco embrionarias

A preservacao das caracteristicas de células-tronco embrionarias
enquanto em cultura é um grande desafio para a comunidade cientifica.
Inumeros cuidados com sua manipulacdo experimental sdo necessarios para
que se preserve sua pluripotencialidade sem que ocorram alteragdes genéticas
(LONGO et al., 1997).

A adicdo de fatores capazes de manté-las indiferenciadas, como é o caso
do LIF para células-tronco embrionarias murinas ou o fator de crescimento
basico de fibroblastos (FGF-2) para as humanas, além do contato com uma
monocamada de células “alimentadoras” sao condicdes essenciais para seu
cultivo. Tal monocamada €&, na verdade, um conjunto de células aderidas a
uma placa de cultivo, as quais formam um tapete que secreta fatores

complementares e essenciais as células-tronco embrionarias. Na maioria dos
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casos, a monocamada ¢é formada por fibroblastos embrionarios de
camundongos (Figura 2A). Esses fibroblastos tém seu crescimento impedido
por mitomicina C ou através de irradiacdo. Tal procedimento é realizado para
evitar a competicdo por espaco e nutrientes entre as células da monocamada e
as ceélulas-tronco embrionarias. Ha formas de cultivar-se células-tronco
embrionarias sem a monocamada alimentadora. Tal metodologia consiste na
utilizacdo de um meio de cultura definido, com fatores em concentragoes
determinadas o que, entretanto apresenta custo financeiro proibitivo em
muitas situagoes.

As células-tronco embrionarias crescem como colbnias. A analise
morfolégica ao microscopio Optico dessas colonias auxilia na avaliacdo da
qualidade das mesmas. Estas, quando cultivadas corretamente, devem
apresentar-se brilhantes, com contornos bem visiveis e definidos (Figura 2B).

Embora as condigdes basicas de cultivo mantenham a grande maioria das
células-tronco embrionarias em um estagio indiferenciado, algumas acabam
por diferenciar-se espontaneamente (AMIT & ITSKOVITZ-ELDOR, 2002). Por
esse motivo, € necessaria a utilizacdo de técnicas capazes de identificar
proteinas ou fatores de transcricao, como OCT4, SOX2 e NANOG, considerados
classicos marcadores de células-tronco embrionarias (NICHOLS et al., 1998;
AVILION et al., 2003; CHAMBERS et al., 2003; MITSUI et al., 2003) para
comprovar a manutencgao da pluripotencialidade em cultura (figura 2C).

Quando a monocamada de fibroblastos embriondrios e o LIF sdo
retirados do meio de cultivo e as células-tronco embrionarias sdo transferidas
para placas ndo aderentes, formam-se estruturas esféricas denominadas
corpos embridides. Estas estruturas recapitulam o inicio do desenvolvimento e
dao origem aos trés folhetos embrionarios primordiais: ectoderma, mesoderma
e endoderma (ZHOU et al., 2005) (Figura 2D).
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Figura 2: Cultivo de células-tronco embrionarias. A) Monocamada de
fibroblastos embrionarios murinos. B) Colonias de células-tronco embrionarias
cultivadas sobre monocamada de fibroblastos embrionarios murinos. Barra de
calibracao de 50 uym. C) Identificacdo da proteina OCT4 (classico marcador de
células pluripotentes) por imunocitoquimica. No canto superior direito, nucleos
de fibroblastos e col6nias de células-tronco embrionarias marcadas com DAPI
(marcador nuclear). Barra de calibracao corresponde a 30 um. D) Corpos
embridides, cultivados em suspensao, apds dois dias de cultivo. Barra de

calibragao de 50 um.

2.2 Perspectivas para a utilizacao de células-tronco embrionarias

Células-tronco embrionarias, conforme descrito anteriormente, possuem
capacidade para se diferenciar em todos os tipos de tecidos presentes no
organismo. Essa capacidade gera grandes expectativas sobre sua eventual
aplicacao clinica, tanto veterindria, quanto humana, uma vez que poderao

favorecer o tratamento de diversas doencgas, muitas delas consideradas
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incuraveis até o momento, incluindo acidentes vasculares cerebrais, lesoes
medulares, distrofias musculares, doencas hepaticas, renais, auto-imunes,
cegueira e cancer (GOYA et al., 2007; JOANNIDES & CHANDRAN, 2008).

Além de seu potencial terapéutico, as células-tronco embrionarias tém
grande importancia em pesquisa basica (LILLEY et al., 2005) e constituem
ferramentas para o estudo da biologia do desenvolvimento celular,
identificacao de fatores envolvidos na regulacao dos processos de diferenciagao
assim como para testar a eficacia de novas drogas in vitro (POUTON &
HAYNES, 2005; AHUJA et al., 2007; THOMSON, 2007).

O isolamento de células-tronco embrionarias foi importante para a
producdo de camundongos transgénicos (REHEN & PAULSEN, 2007) e
futuramente, poderao ser utilizadas para a geragao de animais capazes de
produzir substancias de alto valor comercial ou relevancia para a saude. Ja
foram isoladas células-tronco embriondrias provenientes da espécie suina,
equina, bovina, entre outras. (TECIRLIOGLU & TROUNSON, 2007; SAITO et al.,
2005; GIJZRRET & MADDOX-HYTTEL, 2005; STROJEK et al., 1990).

Embora o potencial para sua aplicagdo terapéutica seja grande, ainda nao
ha qualquer tratamento clinico para animais ou humanos utilizando células-

tronco embrionarias disponivel no momento.

2.3 Desafios

Para se alcangcar o potencial pleno de utilizacdo de células-tronco
embrionarias, desafios em relagdao aos protocolos de cultivo, diferenciacdo e
validacdo de sua eficacia terapéutica em animais de experimentacdo precisarao
ser superados.

Desde o isolamento das primeiras células-tronco embrionarias,
monocamadas de fibroblastos murinos foram utilizadas para seu cultivo,
independente da espécie animal da qual foram isoladas. Pesquisas recentes
sugerem que a forma mais adequada de cultivar células-tronco embrionarias

humanas visando sua aplicacao terapéutica seja aquela realizada na auséncia
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da monocamada de fibroblastos de camundongos visto que ha risco de rejeicao
quando células humanas entram em contato com células de camundongos,
pois passam a apresentar moléculas murinas em sua superficie. MARTIN e
colaboradores (2005) demonstraram que células-tronco embrionarias humanas
cultivadas sobre uma monocamada de células murinas sdao contaminadas por
xeno-carbohidrate  N-glycolylneuramicic acid (Neu5Gc), uma proteina
exclusivamente animal. A presenca dessa proteina impossibilitaria, por
exemplo, o uso dessas células em terapias para seres humanos. Essa
descoberta fortalece a hipétese de que sera pouco provavel que algum tipo de
tratamento clinico possa ser realizado com células-tronco embrionarias
mantidas em contato com células de outras espécies.

Nao ha dados na literatura que confirmem se células-tronco embrionarias
derivadas de eqliinos, caninos ou bovinos, por exemplo, seriam também
comprometidas pelo contato com monocamadas de fibroblastos de
camundongos de modo a causar rejeicao no caso de uma eventual aplicagao
em medicina veterinaria.

Outra questao importante, que ainda precisa ser melhor estudada diz
respeito aos métodos de diferenciacdo. Ja foi descrito, por exemplo, que o
acido retindico induz a diferenciacdo de células-tronco embrionarias em
fibroblastos, neur6nios, células da glia, midcitos, osteoblastos e condrécitos,
dependendo do tempo de exposicao e da acao conjunta com outros fatores
(SOPRANO et al., 2007) (Figura 3). Essa substancia, no entanto, causa alta
mortalidade celular (OKAZAWA et al., 1996), o que diminui o rendimento na
producdo dessas células especializadas. Por isso, a prospeccao de substancias
gque permitam diferenciacdo celular sem induzir morte celular serao
necessarias para que se alcance a producdo de células em quantidade

suficiente para uma eventual aplicacdo terapéutica.



Nones, J.N. e Rehen, S. Perspectivas para a aplicacdo de células-tronco embrionarias na
clinica veterinaria. PUBVET, Londrina, V. 2, N. 45, Art#442, Nov2, 2008.

Figura 3: Células-tronco embrionarias diferenciadas. Células-tronco
embrionarias cultivas em suspensdo formam corpos embridides. Estas
estruturas, quando tratadas com Aacido retindico sofrem processo de
diferenciagdo. A) Técnica de imunocitoquimica demonstrando células pré-
diferenciadas em progenitores neurais, nestina positivas (em verde), com seus
nucleos marcados com DAPI (em azul). Estas células poderdo dar origem a
neurdnios, astrécitos ou microglia. B) Técnica de imunocitoquimica
demonstrando neurénio marcado pelo anticorpo contra B tubulina III, classico

marcador deste tipo celular. Barra de calibragao corresponde a 10 um.

Para o estabelecimento de terapias também sera preciso que as células
transplantadas consigam se integrar aos 6rgdos ou nos sistemas lesados,
tornando-se de fato funcionais. Questdes sobre a melhor forma de aplicacao
dessas células e quanto tempo persistiiam seus hipotéticos efeitos
terapéuticos ainda precisam ser respondidas, antes que sua aplicacdo em

medicina veterinaria esteja disponivel.

3 Conclusoes

Cabe mencionar que os estudos com células-tronco adultas néo

substituem os estudos envolvendo células-tronco embrionarias. Pesquisas com
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células derivadas da medula d6ssea, tecido adiposo, entre outras fontes, nao
eliminam a importancia de se pesquisar células-tronco embrionarias. Sao
células distintas, com potencial e aplicacdes diferentes, tanto em medicina
veterinaria quanto para seres humanos.

Estimular as pesquisas sobre células-tronco embrionarias de diferentes
espécies poderd acelerar o desenvolvimento de terapias para doengas com
grande prevaléncia em animais, tais como as doencas neurodegenerativas e
musculoesqueléticas de gatos, caes e cavalos (TECIRLIOGLU & TROUNSON,
2007).
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