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RESUMO
Em 2006, dois investigadores demonstraram ser possivel desdiferenciar células somaticas
por um processo designado de reprogramacao celular, levando-as a atingir de novo o estado
pluripotente. O surgimento das células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) causou um
impacto extremamente relevante na comunidade cientifica devido ao facto de se superarem
muitas das limita¢des que as células estaminais embriondrias e adultas apresentavam.
A Doencga de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela perda de
memoria e de outras fungbes cognitivas. A auséncia de terapéuticas eficazes para prevenir ou
reverter a doenga constitui um problema grave de satide publica.
Esta revisio pretende abordar as principais limitagdes das iPSCs, com foco especial na DA,
nomeadamente como estratégia modificadora da doenca para retardar a sua progressio e
melhorar a qualidade de vida dos doentes, no screening de novos fairmacos e ainda como uma
opgao terapéutica individualizada.

Palavras-chave: Células estaminais, células estaminais pluripotentes induzidas, Doenga de
Alzheimer, reprogramacao celular.

ABSTRACT

In 2006, two researchers demonstrated that it is possible to de-differentiate somatic cells by a
process called cellular reprogramming, causing them to reach the pluripotent state again. The
emergence of induced pluripotent stem cells (iPSCs) has had an extremely relevant impact on
the scientific community due to the fact that many of the limitations of embryonic and adult
stem cells were overcome.

Alzheimer’s Disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by loss of memory
and other cognitive functions. The lack of effective therapies to prevent or reverse the disease
is a serious public health problem.

This revision aims to address the main limitations of iPSCs, with special focus on AD, namely
as a disease modifying strategy to slow its progression and improve patients’ quality of life,
screening new drugs and as an individualized therapeutic option.
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INTRODUCAO

Células Estaminais
Definigdo

As células estaminais sdo células in-
diferenciadas que possuem duas carac-
teristicas Unicas: a capacidade de au-
to-renovacdo e a possibilidade de se
diferenciarem num ou mais tipos de
células (Figura 1)'. A sua divisdo é as-
simétrica, isto é, as células filhas podem
gerar um conjunto de células com ca-
pacidade proliferativa ou continuarem a
sua diferenciacdo?.
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Figura 1. Propriedades das células es-
taminais. (Adaptada de Stem Cell Facts1)!

Tipos de células estaminais

A fecundacio do odcito pelo esperma-
tozéide origina o zigoto que, apés di-
visdes mitdticas, gera células designadas
de blastémeros que formam a morula.
Com as consequentes divisoes celulares,
os blastomeros separam-se em duas par-
tes, o trofoblasto e o botao embrionario
ou massa celular interna, formando-se
assim o blastocisto. As células da mas-
sa interna do blastocisto, enquanto
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pré-implantado, podem ser isoladas e
cultivadas in vitro e originar as células
estaminais embriondrias (embrionary
stem cells, ESCs), que sdo pluripotentes®
e cuja designacao teve a sua origem em
1998*.

Apés implantagdo do blastocisto, o tro-
foblasto da origem aos tecidos extra-em-
briondrios, enquanto as células do botao
embriondrio originam as células estami-
nais do epiblasto (epiblast-derived stem
cells, EpiSCs), capazes de originar per
se as trés camadas germinativas: endo-
derme, mesoderme e ectoderme, das
quais derivam os tecidos e os érgdos’.
Embora pluripotentes, estas células sao
diferentes das ESCs no que refere a ca-
pacidade de coloniza¢gdo de um blasto-
cisto hospedeiro, capacidade de formar
teratomas e na expressao de genes e vias
de sinalizagdo necessdrias para as man-
ter pluripotentes em cultura.

Apds o nascimento, existem alguns te-
cidos e sistemas de 6rgaos que possuem
células estaminais adultas (adult stem
cells, ASCs), multipotentes, capazes de
se auto-renovarem e com capacidade
de se diferenciarem em linhagens de
células especificas. Estas células estao
localizadas em nichos, ou seja, estrutu-
ras que formam microambientes e for-
necem fatores extrinsecos, tais como a
temperatura, pH, fatores de crescimen-
to, hormonas, glicose e oxigénio que,
em combina¢do com fatores intrinse-
cos (interacOes célula-célula, interacOes
célula-matriz extra-celular e sinalizacao
autécrina de citocinas e fatores de
crescimento) influenciam o seu compor-
tamento (Figura 2)%°.

As células estaminais dos tecidos fetais
(neuronais, sangue do cordao umbilical
ou liquido amniético) tém propriedades
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intermédias entre as ESCs e as ASCs em
termos de poténcia.
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Figura 2. Interagdes no nicho das células
estaminais adultas. (Adaptada de BRA-
GANCA et al.®)

Aplicagoes

Atualmente os esfor¢os da investigacao
estdo focados em duas estratégias prin-
cipais: no isolamento, expansao ex vivo
e transplante das células estaminais ou
células progenitoras de volta ao 6rgao
nativo; ou aumento do seu potencial
reparador endégeno in vivo'™. De facto,
as estratégias de medicina regenerati-
va recorrendo a células estaminais tém
sido estudadas no sentido de substituir
ou reparar as células danificadas, dado
o seu potencial de auto-renovagdo e
proliferacdao. Por outro lado, podem ser
usadas na produgdo ex vivo de tecidos,
que posteriormente s3o transplantados.
Sendo a terapia génica um método de in-
troducao de material genético em célu-
las de um determinado tecido onde a ex-
pressdo de um gene pode originar uma
patologia. As propriedades das células
estaminais tornam-nas vetores muito
apeteciveis para esta aplica¢do. Por fim,
e nao menos importante, estas células

podem servir para modular doengas e
descobrir novos alvos terapéuticos.

Limitagoes

Devido ao grande potencial das células
estaminais, tém sido realizados esforcos
para melhorar os protocolos relativos a
sua obtencao, de modo a inseri-las numa
crescente corrente de aplicagdes clinicas.
Ainda assim, existem desvantagens que
necessitam de ser ultrapassadas.
Comparativamente as ESCs, as ASCs
possuem uma menor plasticidade e ca-
pacidade de proliferagdo, o que limita a
sua utiliza¢do na terapia celular. No en-
tanto, também pode ser visto como uma
vantagem ao diminuir a probabilidade
de formacdo de teratomas, problema
comum nas células estaminais embri-
onarias. Ainda assim, ha dificuldade no
isolamento das células estaminais adul-
tas, devido ao facto de serem uma po-
pulagdo pequena (representam menos
de 0,01% do ntimero total de células?) e
a sua localizaciao anatdmica interna.

As ESCs sao consideradas o gold standard
em termos de pluripoténcia, mas o facto
de serem isoladas a partir de um embriao
humano gera problemas éticos e sociais,
que acabam por dificultar o estudo das
mesmas. Ainda assim, Klimanskaya et
al.” conseguiram obter células pluripo-
tentes a partir de uma bidpsia, sem in-
terferir com o desenvolvimento do em-
brido. Posteriormente, para que possam
ser usadas clinicamente, é necessario
o seu isolamento e a sua manutengao
em condi¢des de cultura adequadas
(com os fatores de crescimento trans-
forming growth factor B — TGFB e basic fi-
broblast growth factor — bFGF), de modo
a manterem o seu estado indiferencia-
do®. Dependendo da linhagem celu-



lar pretendida, é necessario induzir a
sua diferenciacdo para que possam ser
transplantadas no doente em causa.
Durante esta expansdo prolongada, as
linhas ESCs podem adquirir caridtipos
anormais ou amplificacdes genéticas’ e
levar ao desenvolvimento de determina-
das patologias. A histocompatibilidade
entre dador e recetor é outra limitacio,
com a possibilidade de ocorrer rejeicao
imunolégica do transplante das células
ou de 6rgaos originados a partir delas’.
Além disso, apés um transplante, a tera-
péutica imunossupressora acompanhara
o doente para o resto da vida. Em con-
trapartida, a possibilidade de efetuar o
transplante com células estaminais adul-
tas isoladas a partir do préprio doente
(células autdlogas) reduz essa limitagao.
Devido aos diversos problemas apresen-
tados, mas principalmente por razdes
éticas, em 2005, a Comissdo de Etica
dos Estados Unidos propos a busca de
fontes alternativas de células pluripo-
tentes'®. No ano seguinte, Takahashi e
Yamanaka'' surpreenderam o mundo
ao reprogramarem células somadticas
para a pluripoténcia, com um potencial
de desenvolvimento semelhante ao das
ESCs e sem a exigéncia de um embrido,
criando uma nova tecnologia: células
estaminais pluripotentes induzidas (in-
duced pluripotent stem cells, iPSCs).

Nesta revisdo, pretende-se explorar as
iPSCs, desde a sua obtenciao, através da
reprogramacao celular, até a sua diferen-
cia¢do nos diversos tipos celulares, bem
como a sua aplicagdo na doenca de Al-
zheimer, uma das doengas neurodege-
nerativas do século atual.
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Reprogramacao celular

Perspetiva historica

O conceito de reprogramacao celular
foi identificado hd mais de 50 anos nas
experiéncias de Gurdon'? e posterior-
mente de Wilton et al.’>. Em ambas as
experiéncias foram gerados clones, de ra
e de ovelha (a famosa ovelha Dolly), res-
petivamente, onde se demonstrou que,
introduzindo um nucleo de uma célu-
la diferenciada num odcito anucleado,
se gerava um organismo inteiro. Che-
gou-se a conclusio de que o citoplasma
continha fatores especificos — fatores de
reprogramacdo, que induziam nas célu-
las somdticas um estado embrionario
indiferenciado. Posteriormente, Davis et
al.!® realizaram experiéncias com DNA
complementar (cDNA) e descobriram
que a expressdo do gene de diferen-
ciagdo miogénica 1 (myogenic differentia-
tion 1, MyoD1) era suficiente per se para
induzir a conversao de fibroblastos em
mioblastos que expressam miosina.

Estes foram os trabalhos pioneiros
destacados, entre outros, que per-
mitiram desvendar os mecanismos
celulares e moleculares subjacentes a
reprogramacao celular e aprofundar este
evento. Deste modo, a reprogramacgao
celular pode definir-se como o conjun-
to de alteragbes celulares que permite
que uma célula passe de um estado di-
ferenciado para outro. Estas alteracdes
celulares sio mudancgas nos padrdes de
expressdo génica que incluem o silen-
ciamento de genes que codificam fatores
de transcri¢ao (FT) importantes na ma-
nuten¢do da pluripoténcia, expressao de
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genes que induzem a diferenciagao e al-
teracoes epigenéticas'*. O facto de poder
gerar varias linhagens celulares a partir
de uma, torna a reprogramacgao celular
uma tecnologia bastante atrativa para a
comunidade cientifica e para a indastria
farmacéutica.

Métodos de reprogramacao celular

Atualmente sao referidos 5 procedimen-
tos tecnolégicos capazes de gerar células
pluripotentes'®!>:

i) Transferéncia Nuclear das Célu-
las Somaticas: o nucleo de uma célula
somatica (diferenciada) é transferido
para um odcito anucleado.

ii) Utilizacao de extratos de células plu-
ripotentes: extratos citoplasmaticos e
nucleares de células indiferenciadas po-
dem induzir a reprogramacao, através da
estimulacdo de genes de pluripoténcia.

iii) Fusao celular: fusio de uma célula
somatica com uma célula estaminal em-
briondria, que possui fatores que auxi-
liam na desdiferencia¢do pela inducio
da expressao de genes de pluripoténcia.

iv) Moléculas pequenas: uso de molécu-
las com adi¢ao de FT que promovem a
reprogramac¢do. Um estudo demons-
trou que com 7 moléculas pequenas era
possivel reprogramar eficientemente
fibroblastos de ratos, em que o octa-
mer-binding transcription factor 4 (Oct4)
foi dispensavel'®.

v) Transdiferencia¢ao ou Reprogramacao
direta: usa a sobreexpressao transitoria
de FT e de sinais como fatores de cresci-
mento e citocinas para reprogramar
células somdticas em diversas linhas
celulares ou em progenitores celulares
sem passar pelo estadio de iPSC.

Papel dos fatores de reprogramacao

Através das interagbes que estabelecem
entre si, os fatores de reprogramacao
sdo responsaveis por induzir a expressao
de genes de pluripoténcia e inibir a ex-
pressdao de genes que promovem a dife-
renciagdo. Os seguintes fatores foram os
utilizados pela primeira vez para gerar
iPSCs:

- Oct4: a deficiéncia deste fator nos em-
brides é prejudicial, pois embora haja
formacgao do trofoblasto, a massa celular
interna nao se desenvolve;

- Sex determining region Y-box2 (Sox2): nao
é expresso apenas em células pluripo-
tentes, mas também em fases mitdticas
posteriores;

- Kruppel-like factor 4 (Kfl4): a sua fun¢ao
esta relacionada com a inibi¢ao do gene
supressor tumoral p53 e com a neutra-
lizagdo da a¢do do c-Myc que induz a
apoptose e a diferenciacao;

- c-Myc: é um oncogene. N3o é funda-
mental para a reprogramacao celular,
mas influencia fortemente a cinética e a
eficiéncia desta, provavelmente pela in-
du¢do de mudangas epigenéticas, quan-
do adicionado aos outros 3 fatores'’.

A adicao de diferentes tipos de fatores
de transcricdo promove a aquisi¢ao de
pluripoténcia pelas células e, concomi-
tantemente, direciona-as para linhagens
celulares especificas, diferentes da li-
nhagem parental.

Expressao sequencial dos marcadores
de pluripoténcia

A duavida cientifica associada a utilizacao
dos fatores de reprogramagio consiste



no saber se os genes marcadores de plu-
ripoténcia (por exemplo, alcaline phospha-
tase (AP); stage-specific embryonic antigen-1
(SSEA1); SOX2; OCT4 e NANOG para
vetores virais) sao ativados aleatéria
ou sequencialmente e se existe duragao
minima de expressio do transgene de

reprogramacao.
Com o objetivo de esclarecer esta
questio, Brambrink et al.'® desen-

volveram um sistema lentiviral para for-
mar iPSCs, no qual os 4 FT sao ativados
a partir de um promotor induzido pela
doxicilina. Os autores descobriram que
o AP é o primeiro gene a ser expresso,
seguindo-se do SSEAI que marca um es-
tado intermédio, e que os OCT4/NANOG
sdo apenas detetados nas células total-
mente reprogramadas. Os resultados
também sugeriram que a expressdo do
transgene é critica na formagao das iP-
SCs, ou seja, uma expressao mais pro-
longada (de 12-16 dias) aumenta o
numero de colonias iPSCs totalmente
reprogramadas.

Este estudo foi de extrema relevancia
para demonstrar que existem etapas no
aparecimento dos marcadores de plu-
ripoténcia, as quais sao essenciais para
distinguir células parcial das totalmente
reprogramadas. Por outro lado, existe
uma duracdo minima para a expressao
do transgene, pois se a expressio for
reduzida, as células retornam ao estado
original, o que apoia o envolvimento da
epigenética na reprogramacao.
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Vetores

Para que os FT referentes a repro-
gramacao sejam introduzidos nas
células somaticas, é necessario o uso
de vetores. Consoante a informagao
genética integra ou ndo o genoma da
célula hospedeira, os vetores podem ser
virais ou nao virais e integrativos ou nao
integrativos. O vetor deve ser escolhido
para cada tipo celular de modo a nao afe-
tar significativamente a estabilidade e a
qualidade das células, assim como a efi-
ciéncia da reprogramacao'*!>1°,

1) Vetores integrativos

Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos
vetores integrativos.

Vetor Vantagens = Desvantagens
Retrovirus [ Clonagem de | Integracdo ge-
um grande némica
namero de Infetam células
fragmentos | apenas em di-
Alta eficién-  visdo
cia
Lentivirus | Infetam cé- | Integragdo ge-
lulas quies- | némica
centes e em | Menos eficiente
divisao que o retrovirus
Transpo- | Facil remo- | Etapa de exci-
soes (ex: |[¢do0 do trans- | s3o complicada
piggy |gene
-Bac) | Expresao gé-
nica a longo
prazo Efi-
ciente




Cruz M.T,, et al.

2)Vetores nao integrativos

Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos vetores

nao integrativos.

Vetor Vantagens | Desvantagens
Adenovi- | Auséncia de |Expressao tran-
rus integracao sitoria
gendmica Eficiéncia redu-
zida
Virus Sen- | Auséncia de | Dificil eliminar
dai integracao os transgenes
gendmica
Alta eficién-
cia
Plasmideos | Auséncia de | Eficiéncia redu-
integracao zida
gendmica Expressao redu-
Reproducgdo |zida de fatores
facil a nivel |de transcri¢ao
laboratorial
Baixo custo
Proteinas | Auséncia de | Eficiéncia redu-
mRNA, |integracao zida
iIRNA [ gendémica Necessarias
Entrega faci- | multiplas trans-
litada —> | fecodes

A utilizagao de moléculas pequenas cres-
ceu no sentido de aumentar a eficiéncia
de reprogramacao. O dacido valprdico,
inibidor das desacetilases das histonas,
tem demonstrado um potencial promis-
sor na reprogramacao de fibroblastos
humanos usando apenas Oct4 e Sox2'*.

Epigenética

Para que uma célula seja reprogramada
é entdo necessario escolher a célula pa-
rental, a técnica de reprogramacao, in-
cluindo o tipo de vetor e o cocktail es-
pecifico dos fatores de reprogramacgao

(genes marcadores de pluripoténcia ou
transgenes), e a linhagem celular pre-
tendida.

A epigenética explica a intera¢ao do ge-
noma com o meio ambiente, resultando
em mudangcas na regulacao da expressao
génica'®. A reprogramacio celular afeta
e pode ser afetada pela epigenética de
diferentes formas: 1) modificacio de
histonas; 2) alteracdo da metilacdo do
DNA; 3) regulacao de genes marcadores
de pluripoténcia e genes promotores da
diferenciacdo especificos de cada linha-
gem; 4) e em modifica¢oes pos-tradugao.
Estudos recentes sugerem uma inves-
tigacdo mais aprofundada e focada na
epigenética, sendo extremamente rele-
vante a identificacao de FT associados a
determinadas linhagens celulares, o que
permitird esclarecer e definir protocolos
de reprogramacao altamente eficientes.

CELULAS ESTAMINAIS PLURIPO-
TENTES INDUZIDAS

Caracterizagao

Takahashi e Yamanaka'' demonstraram
que ao introduzir os 4 FT (Oct3/4,
Sox2, c-Myc e Klf4,) em fibroblastos de
murganhos, com um sistema retroviral
e sob as condicbes de cultura de células
estaminais embrionarias, induziram um
estado de pluripoténcia. Observaram
também que as células pluripotentes
induzidas se assemelhavam as ESCs na
morfologia, propriedades de crescimen-
to, genes marcadores de pluripoténcia e
na formac¢ao de teratomas (com tecidos
das trés camadas germinativas).

As iPSCs s3ao entdo uma colénia de
células pluripotentes com uma marca
epigenética reestruturada que resultou
de uma reprogramacgio celular. Asse-



melham-se as ESCs nas suas proprie-
dades, nomeadamente na capacidade de
auto-renovacao e de diferenciacio. No
entanto, estas semelhanc¢as ndo provam
que sao molecularmente e/ou funcio-
nalmente equivalentes.

Avaliacao da pluripoténcia

Durante a reprogramagao celular poderao
aparecer colénias de células ndo pluripo-
tentes que tém de ser identificadas como
tal. A observagiao da morfologia deve ser
um dos critérios, embora nao seja sufi-
ciente. Num estudo recente, foi desen-
volvido um método automatizado quan-
titativo e nao invasivo que auxilia na
previsdo da janela de tempo de sele¢ao
de coldnias e na sua detecao. Nos resul-
tados, houve diferencas significativas
em termos de caracteristicas biolégicas
em relagdo aos métodos tradicionais®.
Como ja referido anteriormente, con-
soante o estado de reprogramacao, as
células vao expressando determinados
conjuntos de genes de pluripoténcia:
as células totalmente reprogramadas
expressam OCT4, SOX2 e NANOG e
reativam a expressao do gene da telo-
merase, seguido do silenciamento do
transgene usado para a reprogramagao.
Ao mesmo tempo, Sa0 expressos an-
tigénios embriondrios como stage-spe-
cific embryonic antigen 3 (SSEA3), tumor
related-antigen-1-60 (TRA-1-60), tumor
related-antigen-1-81 (TRA-1-81), DNA
metiltransferase-36 (DNMT3B), reduced
expression gene 1 (Rexl), entre outros.
O grau de metilagao dos genes promo-
tores da manutengio da pluripoténcia e
dos genes promotores da diferenciagio é
também um evento importante na ava-
liagdo da pluripoténcia. Outra marca de
pluripoténcia € a reativa¢ao do cromos-
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soma X: a sua inativacdo é importante
no desenvolvimento embrionario e fetal,
enquanto a sua reativacao influencia o
estado pluripotente®’. Existem dois ti-
pos de ensaios funcionais que avaliam a
pluripoténcia: formac¢do de quimeras e
formagdo de teratomas. O primeiro tes-
te avalia se, apds transplante das iPSCs
num blastocisto (normalmente de rato),
ocorre desenvolvimento normal de um
organismo inteiro. O segundo ensaio
¢ o unico disponivel para o estudo de
células humanas e envolve a inje¢ao de
iPSCs via subcutanea ou intramuscular
em ratos imunocomprometidos. Se as
células forem pluripotentes formarao
tumores que englobam células das trés
camadas germinativas®?2. Um marcador
potencial poderd ser o locus Dlk1-Dio3
que nio ¢ silenciado nas iPSCs (pois se
for silenciado, a probabilidade de formar
quimeras é significativamente reduzi-

da)®.

Detecao de coldnias iPSCs

A abordagem tradicional por imuno-
fluorescéncia para detetar marcadores
de pluripoténcia juntamente com a
microscopia de fluorescéncia sé pode
ser aplicada em fases tardias de repro-
gramacao, tornando-se necessario a
identificacao de outros métodos eficazes
para acompanhar a qualidade das iPSCs.
Num estudo recente, foi desenvolvido
um método quantitativo nio invasivo
que auxilia na dete¢do de colénias iPSCs
e na previsao do tempo ideal.

Danos no DNA e mecanismos de re-
paracao durante a reprogramacao

Durante o processo de reprogramacao,
o aumento da taxa de proliferacio celu-
lar requer mais energia que é fornecida

10
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através do metabolismo da glicose. Os
eletroes libertados em excesso pelas
moléculas que provém do ciclo de Krebs
(NADH e FADH2) podem ser acumu-
lados na cadeia transportadora e, pos-
teriormente, no citoplasma sob a forma
de espécies reativas de oxigénio (reac-
tive oxygen species, ROS), responsaveis
pelo stress oxidativo e danos no DNA.
Defeitos em componentes envolvidos
na repara¢ao do DNA, como por exem-
plo, DNA ligase 4 (LIG4), breast cancer
gene 1 (BRCA1) ou breast cancer gene 2
(BRCA2), impedem a formacao de iP-
SCs**. Ao contrario do que se pensava,
a reprogramagao ativa mecanismos de
reparacao nas iPSCs, que possibilitam a
repara¢ao de danos no DNA e o sucesso
da reprogramagcao.

Integridade do genoma

As variagbes genéticas das hiPSCs (hu-
man iPSCs) incluem instabilidade cro-
mossdémica, variacbes no numero de
copias (copy number variants, CNVs) e
variagdes de um tnico nucleétido (single
nucleotide variants, SNVs). Estas variacoes
ja sao preexistentes, ou sdo induzidas
pela reprogramac¢do ou posteriormente,
pela diferenciagdo das iPSCs. Em geral,
as hiPSCs e as hESCs partilham de uma
instabilidade cromossémica semelhan-
te, em que a trissomia 12 € a aberragao
predominante em ambas. As CNVs sao
normalmente adquiridas durante a cul-
tura devido a pressao seletiva exercida
pela adaptagio as condi¢gdes do meio, e,
sdo observadas mais recorrentemente
em hiPSCs do que em hESCs, embora
muitas delas sejam comuns a ambas
(como a amplificacdo de 20ql1.21).
Existem também CNVs apenas deteta-
das em iPSCs que poderdo ter origem
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somatica, sendo vantajosas para a pro-
liferacao, semelhante ao que acontece
nos tumores. A partir de varios estu-
dos publicados, chegou-se a conclusao
que as SNVs tanto podem derivar das
células somadticas como acontecer ines-
peradamente durante ou apds a repro-
gramagao, sugerindo que existem fontes
celulares que poderdo ser mais propicias
a este evento. No geral, as hiPSCs e as
hESCs n3o sao muito diferentes no que
diz respeito a carga mutacional.

De uma forma resumida, pode-se afir-
mar que a cultura in vitro propicia a
instabilidade gendmica e diminui a ca-
pacidade de repara¢do. No entanto, as
hiPSCs de baixa passagem sao sujeitas a
mais variagoes que as hiPSCs de alta pas-
sagem?*. E necessario que o ntimero de
passagens seja bem controlado, uma vez
que, passagens extensas geram maior
estabilidade as iPSCs, aumentando a
eficiéncia da diferenciacio?®. Deboever
et al.*® observaram que, muitas CNVs
comuns estao em regides inter-génicas
reguladoras e CNVs raras tém grande
efeito sobre a expressio génica que,
dependendo da localizagdo em relagao
ao gene, pode ser positiva ou negativa.
Mais estudos serdao necessarios para
identificar variagbes que poderdo ter
consequéncias ao nivel do fenétipo, no-
meadamente para utiliza¢do na clinica.

Genética e epigenética: ESCs vs iPSCs

A sequencia¢do do DNA revelou dife-
rencas entre as hiPSCs e hESCs?’. V-
rios estudos indicam que as diferencas
podem ser atribuidas ao histérico genéti-
co (e célula de origem), a expressao la-
tente dos FT e as condi¢cbes do meio
cultura que variam entre laboratérios?’.
Marei et al.?® analisaram o perfil de ex-



pressao génica e o potencial de diferen-
cia¢ao neuronal dos dois tipos celulares
para identificar semelhangas, usando
uma técnica ndo integrativa e partindo
do mesmo tipo de células. Os resultados
sugeriram que as hiPSCs e hESCs sao
muito semelhantes e que as diferencas
na expressdo génica se devem a outros
fatores que nao o background genético. O
potencial de diferenciagdo neuronal foi
também idéntico, assim como o perfil
de expressdo génica durante a diferen-
cia¢do, revelando equivaléncia entre os
dois tipos.

Um estudo recente?® destaca a importan-
cia de manter a identidade genética das
iPSCs através de um processo barato e
fiavel: short tandem repeats (STRs). STRs
sdo repeti¢coes de 2-4 nucleétidos loca-
lizadas em regides de sequéncia Unica, e
apresentam uma variabilidade interindi-
vidual elevada, sendo a impressao digital
de cada individuo. Para além da genética
e epigenética, a genotipagem STR deve
fazer parte das andlises, aumentando a
robustez dos resultados relativos a iden-
tidade das iPSCs.

As principais caracteristicas epigenéti-
cas das hESCs s3o também reproduzi-
das nas hiPSCs, mas ha diferencas rela-
cionadas com a memoria epigenética,
ou seja, com um padrao de metilacao do
DNA residual e expressdao génica resul-
tante da célula de origem. No entanto,
existem regides diferencialmente me-
tiladas (differentially methylated regions,
DMR) e marcas na cromatina que sao
adquiridas na geracdao de iPSCs, nao
dependendo da origem. Durante a re-
programagao existe uma metilagao ine-
ficiente em locais CpG, sendo esta
aberracdo transmitida com frequéncia
e observada em altas passagens. Estes
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factos sugerem que as passagens pos-
teriores e a adicio de DNA-metiltrans-
ferases poderao ndo ser suficientes para
eliminar as aberra¢des adquiridas, como
se pensava inicialmente. A memoria epi-
genética torna-se numa vantagem ape-
nas na diferenciagdo para o mesmo tipo
de célula de origem?>.

Sistemas de edi¢ao de genes

As ferramentas de edi¢ao de genes con-
sistem em técnicas de corre¢ao do geno-
ma, substituindo, inativando ou elimi-
nando genes que sofreram algum tipo
de mutag¢do. Funcionam com proteinas
guias de modo a dirigirem-se ao local
alvo. Existem trés tipos de sistemas de
edi¢dao de genes, que dependem do tipo
de reparagdo e da nuclease envolvida:
zinc-finger nucleases (ZFNs), transcription
activator-like effector nucleases (TALENS)
e, 0 mais recente, repeti¢coes palindromi-
cas curtas agrupadas e regularmente
espacadas (clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/caspase9 (CRIS-
PR/Cas9)). O CRISPR/Cas9 tipo II, o
mais estudado, é constituido por dois
componentes: a endonuclease Cas9, que
possui dois dominios independentes
responsaveis pela clivagem das cadeias
complementar e nio complementar do
DNA, e um RNA guia (sgRNA) que liga
por complementaridade ao DNA alvo e
a Cas9*°.

Esta ferramenta pode ser usada para
corrigir genes associados a doengas, tan-
to em zigotos como em linhas celulares
humanas. E também ttil na criacdo de
modelos para investiga¢cao de processos
celulares e producao de novos fairmacos,
utilizando diferentes tipos de células
somaticas associadas, ou ndo, a alguma
patologia. Dadas as variagbes genéticas
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que vao ocorrendo na reprogramagao de
hiPSCs, esta ferramenta podera corrigir
as anomalias e/ou fornecer consequén-
cias fenotipicas. De reforcar que, a edi¢ao
ex vivo de células somaticas recolhidas
de um doente com uma determinada
patologia, a sua reprogramacao, diferen-
ciagado e posterior transplante podera ser
um marco histérico na medicina®!.

Aplicac¢oes

Para além de muito semelhantes genéti-
ca e funcionalmente, as iPSCs apre-
sentam vantagens significativas rela-
tivamente ao gold standard, permitindo
diversas aplica¢des clinicas.

Criacao de modelos de doengas

A criagao de modelos de doencga permite
uma maior compreensao dos fatores
que influenciam a doen¢a humana em
termos de suscetibilidade e prognoéstico.
Os modelos atualmente disponiveis po-
dem ser in vitro, com tecidos vivos obti-
dos por colheitas invasivas ou post-mor-
tem, ou in vivo com animais transgénicos
ou modelos quiméricos. Estes possuem
limitagOes relativamente a transposi¢ao
de resultados para o organismo huma-
no. A cria¢do recente de modelos 3D
do cérebro humano permite uma maior
proximidade a realidade, levando a
uma maior compreensao dos mecanis-
mos subjacentes as patologias, prin-
cipalmente neurodegenerativas, cuja
prevaléncia tem aumentado®.

Gragas a sua capacidade de auto-re-
novagao e plasticidade, as iPSCs per-
mitem estudar trés tipos de doengas:
genéticas, epigenéticas e ambientais. A
recolha de células especificas do doente
com uma determinada patologia permite
criar um “modelo individual” e provi-
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denciar uma terapéutica direcionada.
Em muitos casos, as iPSCs colhidas de
um doente exibem um comportamen-
to diferente de iPSCs colhidas de um
individuo saudavel, fornecendo pistas
acerca da patologia’®.

Acredita-se que a maioria das doencas
monogénicas, ou seja, com uma mu-
tacdo isolada num gene, resultem de
alteracbes genéticas, epigenéticas ou
até mesmo de fatores extrinsecos. Nas
doencas epigenéticas, as iPSCs ganham
marcas epigenéticas que podem ser
transitérias ou permanentes, podendo
manifestar o fenétipo da doencga. As-
sim, o acompanhamento dos fendtipos
¢ importante no estudo da doenga e no
screening de fdrmacos. As doengas am-
bientais, como por exemplo, o mela-
noma, manifestam-se por alteracdes na
sequéncia do DNA ou na produgio de
protefnas'®.

Screening de farmacos

O desenvolvimento de um novo farmaco
¢ um processo caro e moroso: de mui-
tas moléculas-teste, sdo poucas as que
chegam a fase final. Através da criagao
de modelos utilizando as iPSCs espe-
cificas de cada individuo, a melhor com-
preensdo da fisiopatologia, ajudara na
formulagido de moléculas mais eficientes
e seguras para o tratamento das diversas
patologias. Para tal, ainda sao necessari-
os ajustes nos protocolos de repro-
gramagao e diferenciagao das iPSCs para
que estas mantenham a sua qualidade e
integridade genética'>®.

Tratamento de doencas

Uma das maiores vantagens das iPSCs, é
poder utiliza-las em transplante autélo-
go, ou seja, colher as células de um in-



dividuo, reprograma-las e diferencia-las
numa certalinhagem e transplanta-las de
novo no mesmo individuo. Este proces-
so elimina problemas de histocompati-
bilidade e de rejeicao. Alternativamente,
também ¢é possivel efetuar transplantes
alogénicos, isto ¢, a colheita das células
de um individuo, que apés procedimen-
tos similares aos anteriormente referi-
dos, sao introduzidas noutro individuo.
A rejeicao imunoldgica torna-se nova-
mente um problema, no entanto este
processo é mais barato e menos demo-
rado em relagdo ao transplante autdlo-
go. Se necessario, as células em cultura
poderdo ser corrigidas geneticamente.
As iPSCs também podem ser geradas
in vivo, através da administracdo local
dos fatores de reprogramacdo. Poste-
riormente sao colhidas, diferenciadas
in vitro na linhagem celular pretendida
e reintroduzidas no individuo, no local
afetado.

A engenharia de tecidos € outra apli-
cacdo potencial das iPSCs. A partir das
iPSCs especificas de cada individuo, é
possivel gerar tecidos ou 6rgaos in vitro,
sujeitos ou nao a uma edi¢dao de genes,
através de scaffolds (matrizes tridimen-
sionais porosas) ou do bioprinting (cons-
trucio de tecidos vivos em 2D ou 3D),
que, posteriormente sdo transplantados
para restabelecer uma fun¢ao no orga-
nismo.

Existem técnicas que ndo envolvem a
producdo propriamente dita de iPSCs,
mas necessitam de métodos de repro-
gramacao/diferenciacao eficazes e con-
trolados. O rejuvenescimento celular é
uma técnica que pode ser realizada in
vitro ou in vivo, € consiste em converter
células em senescéncia em células jo-
vens através de firmacos epigenéticos,
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sem afetar a especializa¢do das mesmas.
Embora ainda n3o esteja bem estabele-
cida, a transdiferenciacio in vivo é uma
técnica em que as células somaticas de
uma linhagem sio transformadas noutra
linhagem diferente através de fatores de
reprogramacao, fatores de crescimento,
entre outros. Permite que as células afe-
tadas sejam transformadas em células
sauddveis e administradas na pessoa em
causa®.

Basicamente, estas técnicas s3o auxilia-
res preciosos na medicina regenerativa,
seja na substituicdo, alteracao, ou repa-
racao de células ou tecidos danificados
ou com perda de fun¢do, apresentando
um potencial de intervenc¢do terapéuti-
ca infinita. A edicao de genes torna-se
essencial na reparagio dos defeitos, aco-
plada as vdrias técnicas descritas. Ainda
assim, nao esta claro se as iPSCs resul-
tantes dos varios processos escapam na
totalidade a uma resposta imunoldgica,
dada a sua manipulagdo. A escolha de um
alvo apropriado numa doenga e a identi-
ficacdo de fendtipos relevantes continua
a ser um obstaculo a ultrapassar. Desta
forma, torna-se extremamente impor-
tante otimizar os protocolos que envol-
vam a clinica das iPSCs, de modo a que
estas sejam geradas com qualidade, em
quantidade apropriada, de forma segu-
ra, para uma doenca e, especificamente
para um individuo.

DOENCA DE ALZHEIMER
Caracterizacao e estado em Portugal

A Doenca de Alzheimer (DA) é um
disturbio neurodegenerativo progres-
sivo do sistema nervoso central (SNC)
caracterizado pela perda de capaci-
dades cognitivas, envolvendo a perda de
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memoria a longo prazo, alteragbes no
processamento de informagdes visuais
e espaciais, dificuldade de raciocinio,
disturbios comportamentais e altera-
¢Oes na rotina do individuo afetado. Em
termos fisiolégicos, hd perda de den-
sidade neuronal acompanhada de alte-
ra¢des na rede neuronal e nas sinapses,
levando a uma atrofia cerebral e alter-
acao nos ventriculos. Os principais mar-
cadores neuropatolégicos sdo: as placas
amildides (acumulacio de formas in-
soltveis de peptideo amildide-B ou AR
no espago extracelular, as trangas neu-
rofibrilhares (agregados de proteina tau
hiperfosforilada) intracelulares, perda
neuronal e gliose®®. A doenca exibe trés
fases ao longo do tempo: 1) pré-clinica
(fase silenciosa com inicio das altera-
¢Oes neuropatoldgicas); 2) défice co-
gnitivo ligeiro que envolve problemas
de memoria, linguagem e capacidade de
decisiao, mas nao interfere com as ativi-
dades do quotidiano; e 3) deméncia®*.

Existem dois tipos de Alzheimer: a
Doenca de Alzheimer esporadica (spo-
radic Alzheimer’s Disease, SAD) e a
Doenca de Alzheimer hereditaria au-
tossomica dominante (dominantly inhe-
rited Alzheimer’s Disease, DIAD). A SAD
é o tipo mais comum, de inicio tardio,
resultante de varios fatores, em parte do
perfil genético, e da sua intera¢ao com o
meio ambiente, estando envolvida prin-
cipalmente a apoliproteina E (apoE). A
DIAD afeta menos de 5% da populagao,
possui inicio precoce e as principais cau-
sas sdo mutagdes que ocorrem nos genes
da proteina precursora amil6ide (APP),
presenilina 1 (PSEN1) e presenilina 2
(PSEN?2). Existem fatores de risco modi-
ficaveis e nao modificaveis associados a
patologia. Entre os fatores modificaveis
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incluem-se a doenca vascular, diabetes,
obesidade, tabagismo, consumo de al-
cool enquanto que os nao modificaveis
incluem idade, historial familiar, Sin-
drome de Down (Down’s syndrome, DS),
alelo €4 da apoliproteina E (apoE4). No
geral, os dois tipos sdo comparaveis na
progressao e nos biomarcadores®.

Com o envelhecimento registado, quer
a nivel nacional, quer a escala global, o
numero de casos de deméncia tem au-
mentado significativamente. A DA re-
presenta 50-70% dos casos de deméncia
e tem tido um crescimento praticamente
exponencial com o aumento da idade.
Estima-se que em 2050 existirao em
todo o mundo cerca de 115,4 milhoes
de pessoas com DA, um namero cer-
ca de trés vezes maior ao estimado em
201035. O relatério Health at a Glance
de 2017 coloca Portugal como o quarto
pais com mais casos por cada mil habi-
tantes (19,9/1000)36. Tendo em conta
este panorama, a classe mais idosa tera
menor qualidade de vida e os encargos
com as despesas de satde serdo cada vez
maiores, pelo que surge a necessidade
extrema de combater a doenca, através
do estudo detalhado da sua fisiopatolo-
gia e da investigacdao de novos farmacos.

Fisiopatologia

Os principais constituintes das placas
amildides gerados por neurdnios e outras
células ao longo da vida, sao peptideos
resultantes da clivagem proteolitica da
APP por secretases. A ae a3 (BACE1)
secretases clivam a APP em sequéncias
diferentes, resultando a-APPs+C83 e
B-APPs+C99. Da clivagem do C83 e
C99 pela Y-secretase, sao originados
respetivamente peptideos p3 (n3o téxi-
cos) e peptideos AB40 e AB42 (formas



insoltveis e téxicas)®’.

Na SAD, para que AR se torne patoldgica
é necessario que a sua produc¢ao esteja
aumentada, ou, por outro lado, que haja
um aumento do misfolding que favorece
a agregacio, e/ou que a sua elimina¢ao
esteja diminuida, estando também alte-
rado o seu transporte através da BHE. A
eliminagao de peptideo AB do parénqui-
ma cerebral é essencial para evitar a sua
acumulagdo e a formagdo de agregados.
Para tal, quando formado, o peptideo A
pode ser ou imediatamente degradado
pela neprisilina (NEP) ou pela enzima
responsavel pela degrada¢do da insulina
(IDE); ou formar oligdmeros que podem
ser degradados pelas células da glia; e
ainda atravessar a barreira hemato-en-
cefalica (BHE) através da sua ligagao as
proteinas LRP1 e LRP2. A LRP1 medeia
o transporte de AP livre ou conjugado
com outras proteinas e ¢ inibido pelo
alelo €4 da apoE4; a LRP2 transporta o
peptideo AP ligado a clusterina (CLU).
No sangue, é importante que sofra clea-
rance por parte do figado e dos rins. O
transporte reverso para o cérebro tam-
bém é possivel se o peptideo AP se ligar
aos recetores RAGE (advanced glycation
end product receptors) da BHE. Dados re-
centes sugerem que os doentes com SAD
tém uma clearance diminuida de peptideo
AB, o que podera envolver a apoE4 e a
falha de células da glia e ma- créfagos®.
Na DIAD, mutagdes na APP implicam
alteragdes no seu processamento, levan-
do ao aumento de peptideo AP, princi-
palmente da isoforma AB42 que é mais
propicia a agregacdo, alterando também
o ratio AB42/AB40. Devido a alteracao
da clivagem da Y'-secretase, as mutagoes
na PSEN1 e PSEN2 aumentam a pro-
ducao de peptideos AB mais longos, au-
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mentando o ratio anteriormente referi-
do. De acordo com um estudo, o tipo de
mutacao e a relagao AB42/AB40 no plas-
ma predizem a idade média de inicio da
deméncia. Isto significa que existe uma
via patolégica comum apesar das dife-
rentes mutagdes. Uma vez que o gene
da APP se localiza no cromossoma 21,
as pessoas com Sindrome de Down pro-
duzem mais AB que o normal e desen-
volvem precocemente quadros seme-
lhantes a DA34. Uma mutaciao missense
na APP resulta numa diminuicao da
clivagem pela B-secretase e, posterior-
mente, numa menor producdo de AR,
tendo os portadores menor risco de DA
e de declinio cognitivo®.

A deposicao de peptideo AB sob a forma
de placas altera as sinapses e ativa uma
resposta inflamatéria por parte da glia,
gerando danos oxidativos e um dese-
quilibrio na homeostasia neuronal que
alteram a atividade das cinases/fosfa-
tases. Estes eventos propiciam a perda
neuronal seletiva e depressdo sindpti-
ca que leva a deméncia. O comprome-
timento de interneurénios inibitérios
gabaérgicos e a estimulacao exacerbada
de recetores de glutamato pode resul-
tar em excitotoxicidade, desencadeando
um aumento na produc¢ao de peptideo
AB, através de um ciclo vicioso, desta-
bilizando ainda mais a rede*. Estudos
recentes identificaram outros produtos
resultantes da clivagem de APP que au-
mentam os seus niveis aquando do tra-
tamento por inibidores da B-secretase,
sugerindo que surgem a partir de pro-
tease(s) alternativa(s) que cliva(m) a
APP®,

A apoE é uma proteina que possui trés
isoformas e é responsavel pelo trans-
porte dos lipidos, auxilio da remie-
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linizagdo dos axénios e pela modulagao
de recetores de glutamato e plastici-
dade sindptica. Os astrécitos sao a fon-
te primdria desta proteina, aumentando
a sua expressao durante o envelheci-
mento e em resposta ao estrogénio,
por exemplo. Os neurdnios expressam
apoE em situagdes de stresse ou lesdes
tecidulares. Uma observacao relevante é
que a fonte celular, a isoforma e a quan-
tidade de apoE no SNC influenciam a
deposi¢do de peptideo AP e a degene-
racdo neuronal®®. Curiosamente, a pre-
senca do alelo €2 na apoE na populagao
idosa esta relacionada com uma reduciao
do risco de deméncia, mas com um au-
mento da carga amil6éide em relagdo ao
alelo €3. Por outro lado, estima-se que
o alelo €4 da apoE seja responsavel por
50% dos casos de SAD. Castellano et
al.*!, demonstraram que a apoE4 di-
minui acentuadamente a clearance de
peptideo AP, prejudica a sinaptogénese
e diminui a densidade da espinha den-
dritica. Os niveis elevados de apoE4
em doentes com AD levou a um estu-
do onde se concluiu que, em resposta a
danos cerebrais, a apoE € induzida para
fins de remodelacao, mas, concomitan-
temente, é clivada em fragmentos que
levam a disfun¢ao neuronal e mitocon-
drial. Por outro lado, nestes doentes,
foi observado um decréscimo de gaba
e somatostatina no cérebro e no liqui-
do cefalorraquidiano (LCR), maior do
que a diminuicao decorrente da idade,
contribuindo para o défice de memoria
e aprendizagem. A apoE4 estd também
relacionada com uma disfun¢ao no me-
tabolismo da glicose, contribuindo para
a atrofia das mitocondrias (em individu-
os saudaveis e doentes). Embora ainda
nao esclarecido, a apoE4 incompleta no
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terminal-C aumenta a fosforilacio da
tau, contribuindo para a formagdo de
espécies neurotéxicas®. Assim, a apoE4
causa comprometimento dependente da
idade, dos interneurénios gabaérgicos e
da tau.

O transportador lipidico ABCA7, regu-
lador do colesterol e da homeostasia de
fosfolipidos, e expresso em neurdnios,
microglia e macréfagos, estd também
envolvido na doenca: o silenciamento do
seu gene diminui o estado de lipidagao
da apoE e duplica os niveis das formas
de peptideo AB e de placas amildides,
sendo importante na clearance deste
peptideo™.

A proteina tau, conhecida pela estabili-
za¢ao dos microtubulos, pode aumen-
tar a neurotransmissao excitatoria, no
entanto, ao ser modificada (hiperfosfo-
rilada), prejudica o processo®. A hiper-
fosforilagcao ocorre diretamente devido a
falta de regulacdo das cinases/fosfatases
ou indiretamente devido a toxicidade
mediada pelo peptideo AP, stresse oxi-
dativo e inflamac¢do. A perda de fun¢ao
da tau desencadeia instabilidade dos mi-
crotubulos e compromete o transporte
axonal*. As tauopatias resultam da
agregacdo intracelular de proteina tau
e estdo associadas a muitas desordens
neurodegenerativas. Estudos cientificos
demonstraram que o peptideo AP in-
duz a hiperfosforilagao e a acumulagao
poés-sinaptica de tau. Desta forma, as
mutacoes na APP e presenilinas, que
alteram a produc¢do de peptideo AR,
para além de gerarem placas amildides,
geram também as trangas neurofi-
brilhares, enquanto alteragdes na tau
geram apenas as ultimas, mas tornam os
neurdnios vulneraveis ao peptideo AR*.
A a-sinucleina é uma proteina envolvida



na Doenga de Parkinson que também
forma agregados (Lewy bodies) inter-
ferindo com organelos intracelulares.
Tanto a tau como a a-sinucleina podem
ser libertadas para o espaco extracelular
e interagir com células®.

Mecanismos epigenéticos, alteragdes
vasculares, o sistema imunitario e a re-
ciclagem de vesiculas endociticas podem
desempenhar um papel importante na
patologia, necessitando de investiga¢dao
adicional®**°.

iPSCs na Doenca de Alzheimer

Tal como referido anteriormente, oS
nichos neurogénicos compensam a neu-
rodegenerescéncia envolvida na patolo-
gia. Uma estratégia enddgena possivel
¢ a estimula¢do da neurogénese através
da adicao de fatores de crescimento,
como o fator neurotréfico derivado do
cérebro (brain-derived neurothrofic factor,
BDNF), fator de crescimento nervo-
so (nerve growth factor, NGF), fator de
crescimento de insulina I (insuline growth
factor, IGF-I). No entanto, esta aborda-
gem enfrenta alguns desafios, uma vez
que a neurogénese e a massa neuronal
diminuem ao longo da idade, e o efeito
da patologia neste processo nao é cla-
ro. Estratégias exdgenas passam pela
utilizagdo de células estaminais para
compensar o ambiente e a degeneragao
neuronal, melhorando a fun¢ao cogniti-
va. As diferentes classes de células es-
tao associadas a diferentes mecanismos,
envolvendo a modulacido da inflamacao,
a resposta da microglia, prote¢ao contra
a toxicidade induzida pelo peptideo A,
suporte a neurogénese e as sinapses.
A tecnologia das iPSCs permite gerar
neurénios funcionalmente maduros e
diferencid-los em subtipos neuronais,
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relevantes no estudo da patologia in vi-
43
tro™>.

Estudo dos mecanismos celulares e
moleculares da patologia e screening
de farmacos

Em 2011, Yagi et al.** geraram iPSCs de
fibroblastos de um animal transgénico
com DIAD e com mutagdo da PSEN1
(A246E) e PSEN2 (N121I), e diferen-
ciaram-nos em neurénios. Como a dife-
renciacao neuronal das iPSCs derivadas
de fibroblastos com mutagio teve o
mesmo sucesso que a das iPSCs contro-
lo, pode-se concluir que mutagdes nas
PSEN nio afetam a diferenciacao neu-
ronal. Tal como esperado, a producao
de peptideo AP foi significativamente
maior nas iPSCs com mutacgdo, e estas
também respondem melhor aos inidores
da Y-secretase, sendo estes neurénios
Uteis para o desenvolvimento de farma-
cos. A presenca de tauopatias ¢ dificil de
observar em periodos de cultura redu-
zidos, sugerindo que acontece numa
fase mais avancada.

Em 2012, Israel et al.*> geraram iPSCs
para estudar os fenétipos de SAD e
DIAD. Em ambeas as linhas foi observado
o aumento da produ¢ao de peptideo AR
e da fosforila¢ao da tau (com ativa¢io de
uma cinase da tau, a GSK3). A adicao
de inibidores de B e Y-secretase redu-
ziu os niveis de peptideo AB, mas ape-
nas o primeiro reduziu a quantidade de
GSK3p ativa e de tau fosforilada. A mes-
ma equipa também observou um ntme-
ro superior de endossomas em neurd-
nios resultantes de culturas de iPSCs de
SAD e DIAD.

Em 2013, Kondo et al.*® geraram iP-
SCs a partir de doentes com DA, com
mutagdes na APP-E693A e APP-V717L.
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Hipotetisaram que a primeira mutagao
levava a DA de inicio precoce, mas sem
deposicdo amildide, enquanto que a
segunda aumentaria o peptideo AP ex-
tracelular e o ratio AB42/AB40. As cul-
turas foram enriquecidas com astréci-
tos e demonstraram que as da primeira
mutagao continham peptideo A in-
tracelular, devido ao stresse oxidativo.
A adicao de acido docosa-hexaendico
(DHA) diminuiu o stresse oxidativo e a
produ¢do de ROS, sem alterar os niveis
de peptideo AB. O estudo sugere que o
tratamento com DHA podera ser eficaz
num subgrupo de doentes de DA.

Xu et al.*’, a partir de neurénios dife-
renciados de iPSCs, demonstraram ser
possivel prevenir a toxicidade mediada
pelo peptideo AR através da inibi¢ao
de cinases dependentes de ciclinas (cy-
clin-dependent kinase, Cdk). As Cdk, em
conjunto com suas subunidades regula-
doras, as ciclinas, regulam o ciclo celu-
lar. Os autores utilizaram Af1-42 para
induzir apoptose neuronal e posterior-
mente, com inibidores das Cdk contra
Cdk2 e Cdk4, demonstraram que estes
bloqueavam, parcialmente, os efeitos
téxicos mediados pelos peptideos, di-
minuindo a morte neuronal.

Fong et al.*® geraram iPSCs com uma
mutaciao na tau-A152T. Através da uti-
lizacao de ZFNs, criaram linhas isogéni-
cas com a mutagao e posterior corre¢ao.
A mutagao referida aumentou o namero
de fragmentos da tau pela caspase e a
sua fosforilagao, levando a degeneracgao
axonal. A corre¢ao genética da mutagao
eliminou a protedlise da tau; aumen-
tou 4 a 8 vezes o numero de neurdnios
dopaminérgicos, o que sugere que este
tipo de neurénios é extremamente vul-
neravel a toxicidade provocada pela tau;
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e modificou a morfologia anormal dos
outros tipos de neurénios.

Em 2015, Young et al.* utilizaram iP-
SCs derivadas de individuos com SAD
para elucidar fenétipos associados a
variacdo genética (alelos de risco ou
protecao) no gene sortilin related recep-
tor 1 (SORL1), que codifica um fator
de trafego vesi- cular cujos niveis mod-
ulam o processamento de APP. A perda
de expressao de SORLI1 esta associada a
casos de SAD*°. Os autores descobriram
que os neurénios humanos portadores
de variantes SORLI, ao serem tratados
com BDNF ou cAMP, aumentaram a ex-
pressdo de SORL1 e diminuiram o pro-
cessamento de APP. Para determinar se
esta diminui¢do requer a expressdo de
SORLI, foi feito um knockdown do gene
e um tratamento posterior com BDNF e
cAMP. Observou-se que a diminuic¢do de
peptideo AR foi basicamente anulada em
neurénios com haplétipos P (alelos pro-
tetores), quando tratados com BDNF; os
neuroénios tratados com cAMP exibiram
reducdo de peptideo AB. Este estudo
sugere que o aumento da expressio de
SORL1 por BDNF pode reduzir o risco
de SAD em individuos portadores do
haplétipo P

Shi et al.>! dedicaram-se ao estudo de
doentes com DS e, como tal, geraram
iPSCs a partir destes individuos e iPSCs
a partir de controlos. Observaram que a
linha DS produziu mais AB** e AR* que
a linha controlo e que ao fim de algum
tempo de cultura foram detetados agre-
gados de peptideos, assim como tau fos-
forilada ao nivel intracelular e extracelu-
lar. Em 2015, Murray et al.>* criaram um
modelo nao integrativo e isogénico de
envelhecimento acelerado para neurd-
nios derivados de iPSCs de individuos



com DS. Os autores observaram que
tanto as linhas trissémicas como as de
controlo geraram neurénios eletrofisio-
logicamente ativos, mas s6 nas primei-
ras houve um aumento da produgdo de
peptideo AB e do namero de agregados.
Também detetaram aumento no name-
ro e no tamanho das mitocondrias nos
neurdnios trissdbmicos, assim como um
potencial de membrana mitocondrial di-
minuido e um aumento de ROS, o que
¢ consistente com estudos anteriores
que demonstraram perturbagoes neste
organelo. No mesmo ano, Chang et al.>?
demonstraram o efeito de um compos-
to da Angelica sinensis (ginseng), N-Bu-
tylidenephthalide (Bdph), na redugao
de AB*°, nos niveis de tau e na sua fos-
forilagao nos neurénios, sugerindo a sua
utilizacao benéfica no tratamento da DA
e DS.

Gjoneska et al.” demonstraram que o0s
genes da resposta imune sao sobre-regu-
lados, em oposi¢ao aos genes envolvidos
na plasticidade sindptica, aprendizagem
e memoria que sao regulados negativa-
mente na DA, em ratos e humanos. As
iPSCs tém sido diferenciadas ndo s6 em
neurdnios, mas também nas varias célu-
las da glia de modo a estudar a sua in-
fluéncia na patologia de Alzheimer. Ok-
sanen et al.> geraram astrdcitos a partir
de iPSCs isogénicas de individuos com
DA com mutag¢ao na PSEN1-AE9. Os au-
tores observaram nos astrocitos alguns
hallmarks da patologia, como o aumento
da producgao de peptideo AR, libertacao
alterada de citocinas, desregulagio da
homeostasia do célcio, produ¢ao de ROS
e disfuncao mitocondrial. Desta forma,
pode-se concluir que os astrécitos con-
tribuem para a produc¢io de peptideo
AB e também diminuem a sua elimi-
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na¢do. Por outro lado, a estimulacao
inflamatoéria levou ao aumento da liber-
tacdo de citocinas pelos astrécitos, que
foi atenuada pela adi¢ao de inibidores da
Y-secretase, sugerindo que a resposta
inflamatoria estd relacionada com a ami-
loidogénese. A mutacao referida fez com
que os astrécitos aumentassem a sua
funcao respiratéria (aumento de ROS),
e diminuissem a atividade glicolitica, re-
duzindo a producgio de lactato, essencial
para a memoria e energia dos neurdnios.
Edsel et al.°® geraram células da micro-
glia derivadas a partir de iPSCs (induced
microglia-like cells, iIMGLs) com o objetivo
de estudar de que forma estimulos exter-
nos envolvidos na DA influenciam a fisi-
ologia destas células. As iMGLs libertam
uma variedade de citocinas em resposta
a estimulos inflamatérios, influenciando
ainda mais o ambiente pré-inflamatério
do SNC. As proprias placas de peptideo
AB aumentaram a expressao de genes
ApoE, Trem2, Cd33 e ApoJ, implicados
na modulagiao da fagocitose e na clea-
rance de peptideo AB. O estudo também
demonstrou que as iMGLs fagocitam
os peptideos A, os oligémeros de tau
e terminais sindpticos, sugerindo que
as microglias alteradas se tornam inefi-
cazes. Estudos de associagao gendmica
identificaram genes expressos pela mi-
croglia que estdo associados ao risco de
desenvolver DIAD, como o Trem2 e o
Cd33. Sao necessarios estudos que ge-
rem oligodendrécitos a partir de iPSCs
de individuos com DA, dado que a dis-
funcao deste tipo celular devido ao am-
biente inflamatério e toxicidade medi-
ada pelos peptideos AB e pelas trangas
neurofibrilhares poderd relacionar-se
com a perda de mielina, necessaria a
conducio nervosa®”°%,

20



Cruz M.T,, et al.

Em 2016, Balez et al.>® geraram iPSC de
individuos com SAD e DIAD para avaliar
a potencial atividade da apigenina, uma
flavona abundante na natureza. Apds a
adi¢cao de apigenina, esta demonstrou
atividade neuroprotetora devido a re-
ducao significativa de apoptose mediada
por caspases e ainda a sua atividade an-
ti-inflamatéria, diminuindo a libertacao
de citocinas e 6xido nitrico em células
inflamatorias. Este composto apresenta
um potencial promissor na terapéutica
da DA.

Birnbaum et al.”” demonstraram, a partir
de células neuronais derivadas de iPSCs
de individuos com SAD, que a produgao
de ROS nao estava relacionada com os
niveis de peptideo AR e tau. Isto significa
que a fun¢do mitocondrial podera ja es-
tar alterada no inicio da doenca, devido
a uma sobre-regulacdo dos complexos
da cadeia respiratéria, que foi observada
nestes doentes.

Brownjohn et al.®!, através do screening
fenotipico de iPSCs, identificaram com-
postos anti-helminticos, as avermecti-
nas, que reproduzem os efeitos dos
moduladores da Y-secretase (Y-secretase
modulators, GSMs) sem agir diretamente
na enzima. Isto resulta na produgao de
mais fragmentos curtos de A, reduzin-
do assim o numero de formas téxicas.
Os anti-inflamatérios nao esterdides
(AINEs) foram os primeiros a ser usa-
dos como GSMs.

Em 2014, Zhang et al.** foi um dos gru-
pos pioneiros a demonstrar a utilidade
de modelos 3D na mimetizacao das res-
postas em DA que ndo eram abordadas
em modelos 2D. Através de neurdnios
diferenciados de iPSCs, os autores elu-
cidaram o envolvimento das cinases
P21 (PAKs), associadas a vias de trans-
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dugao que se refletem na dindmica do
citoesqueleto, na regulagio de proteinas
da familia da actina, como a debrina e
a cofilina. Neste modelo, a debrina, im-
portante na morfogénese das espinhas,
mostrou-se diminuida, as PAKs demon-
straram estar sobre-estimuladas e a
produc¢do de peptideo AB induziu a sua
redistribuicdo (e da debrina), eventos
que nao seriam detetados nos modelos
convencionais. Em 2015, Kim et al.®® ge-
raram células progenitoras neuronais
humanas (hNPCs) num sistema de cul-
tura 3D (matrigel), a partir de uma linha-
gem de DIAD. Este modelo foi capaz de
demonstrar os mecanismos moleculares
subjacentes a produgdo, acumulagio e
deposicdo de agregados extracelulares
de peptideo AB, bem como a hiperfos-
forilagio da tau e sua agregacao. Por
outro lado, este modelo n3o fornece in-
formagdo sobre a microglia, inflamagao
e danos sindpticos e neuronais. Também
nao foi “desenhado” para regides espe-
cificas do cérebro mais afetadas na DA
como o hipocampo. Ainda assim, o mo-
delo criado conseguiu identificar os es-
tadios iniciais e mais tardios da doenca,
0 que per si ja constitui um progresso
relevante. Sera de extrema importancia
que os sistemas 3D incluam elementos
como a BHE, vascularizagdo e resposta
imune, os quais influenciam a doenga e,
consequentemente, a terapéutica.

Recentemente, Espuny-Camacho et a
criaram um modelo quimérico através
do transplante de precursores neuro-
nais derivados de hiPSCs num rato com
DIAD, com mutac¢des na APP e PSENT1.
Os autores observaram uma perda neu-
ronal de 50%, provocada pelas neurites
e sinapses aberrantes que rodeiam as
placas amilodides. Esta degeneragao neu-
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ronal ocorreu na auséncia de trancas da
tau, que s6 se formaram posteriormente.
Também notaram regulacao positiva de
genes relacionados com a mielinizagao
e regulacdo negativa de genes associa-
dos a memdria, cogni¢io, transmissao
sindptica e proje¢ao axonal. Esta aborda-
gem in vivo demonstra a importancia dos
mecanismos fisiopatoldgicos associados
a patologia, constituindo mais um pro-
gresso cientifico.

Tratamento da patologia

Atualmente existem dois grupos de far-
macos disponiveis e aprovados pela Food
and Drug Administration (FDA) para o
tratamento da DA: os inibidores da ace-
tilcolinesterase (donepezilo, rivastigmi-
na e galantamina) e os antagonistas dos
recetores N-metil-D-aspartato do glu-
tamato (NMDA) (memantina). Os pri-
meiros aumentam os niveis de acetilco-
lina nas fendas sindpticas, estimulando a
comunicagao entre os neurdnios, o que
melhora os sintomas de deméncia; os
segundos evitam que o glutamato se li-
gue aos respetivos recetores, impedindo
a entrada excessiva que cdlcio nas célu-
las que provoca toxicidade. Farmacos
como os antipsicéticos, antidepressivos
e ansioliticos sdo associados a terapéu-
tica para melhorar outros sintomas®*.
Surge uma necessidade extrema de te-
rapias eficazes para retardar a doenga.
Existem varios alvos passiveis de ma-
nipulagao: os peptideos AB, diminuindo
a sua producio (inibidores das secre-
tases) ou aumentando a sua clearance;
a apoE, diminuindo a sua expressdo e
bloqueando a sua clivagem e intera¢ao
com AP; a tau, inibindo a sua fosfo-
rilacao, acetilagdo (diminui o tempo de
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vida) e agregacao; a neuroinflamacio;
a cascata mitocondrial; e o stresse oxi-
dativo. A utilizacao clinica das iPSCs na
DA permite gerar novas células que te-
nham sido eliminadas ou adquirido uma
funcao anormal durante a progressio da
doenca, ou ainda servir de vetor para a
administra¢ao de fAirmacos, ultrapassan-
do a barreira principal, a BHE.

Foi demonstrado em ratos com oli-
gémeros AP mutantes, mas sem placas,
que a estimulagdo da neurogénese no
hipocampo com antagonistas dos rece-
tores de glutamato metabotrdpicos tipo
2/3 evitava défices de comportamento,
sendo uma op¢ao terapéutica valida para
determinados grupos de doentes®’.

As hNPCs podem ser diferenciadas em
neuroénios, astrécitos, microglia e oligo-
dendrocitos maduros e funcionais. Os
novos neurdnios integram-se na rede
neuronal, resgatando as fung¢des cog-
nitivas e melhorando a sinaptogénese.
Além disso, a edi¢ao de iPSCs permite
que possa ser reduzida a expressdo de
secretases, diminuindo a produg¢do de
peptideo AB e posteriormente a hiper-
fosforilacio da tau, controlando assim
a neuroinflamacdo. No entanto, este
transplante devera ser efetuado em
fases precoces, pois estudos referem que
uma neurodegenerescéncia significativa
poder4 dificultar a sua sobrevivéncia®®.
Estudos realizados em ratos sugeriram
que o transplante das NPCs melhorou as
suas capacidades cognitivas no teste do
labirinto aquatico de Morris. O mesmo
acontece com as células da glia; estudos
com iPSCs sugerem que s3o os astréci-
tos mais antigos a produzir citocinas
neurotdxicas que agravam a inflamagaoe
induzem a apoptose. A diferenciacdo em
células da glia diminuira a inflamagao na
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patologia®’. Outras células importantes
envolvidas na inflamacao sao os macroé-
fagos. Se estes forem derivados a partir
das iPSCs, podem expressar também
enzimas que degradam o peptideo A3 e
controlam o ambiente pré-inflamatério.
As células da eminéncia ganglionar me-
dial representam uma estrutura onde se
localizam e desenvolvem os interneurd-
nios, que apresentam disfun¢ao em mui-
tos modelos de DA. O seu transplante
demonstrou melhorias na aprendizagem
e memoria em ratos sem expressao de
apoE4, representando uma possivel te-
rapéutica para alguns individuos®.

As células estaminais neuronais indu-
zidas (iINSCs) podem ser derivadas de
tecidos primarios, adultos, ou de ESCs
e iPSCs. Estudos demonstraram a sua
diferenciagdo e sobrevivéncia superior a
seis meses apods transplante. Dada a fal-
ta de informacao relativa a mudancas no
comportamento, sao necessarios mais
estudos com este tipo de terapia celular.
As iNSCs podem servir de vetores para
fornecer agentes terapéuticos, como por
exemplo a neprisilina, enzima que de-
grada o peptideo AR, entre outros; ou
estimular a libertacao de fatores neu-
rotréficos, ajudando a retardar a pro-
gressdo da doenca™.

Uma das grandes vantagens das iPSCs
consiste na possibilidade de se poder
realizar uma terapéutica individualizada
e mais dirigida. A intervengao devera ser
diferente consoante a fase clinica da pa-
tologia e devera ter em conta o genotipo
de apoE, idade, género, estilo de vida,
histéria clinica e ainda dados resultantes
de estudos gendémicos, biomarcadores
e brain imaging. Por exemplo, fairmacos
em que o alvo é a apoE, podem agir de
maneira diferente em individuos com o
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alelo 4. Desta forma, a partir dos mode-
los individuais criados com iPSCs espe-
cificas, a terapéutica e as atividades nao
farmacolégicas serdo ajustadas®®.

Ensaios clinicos na Doenca de Al-
zheimer

Os ensaios clinicos realizados em
doentes com DA tém sido efetuados
com vdrios tipos de células estaminais
numa abordagem alogénica. O desafio
futuro consistird em realizar abordagens
autblogas, através do transplante de iP-
SCs ou de células derivadas a partir des-
tas.

Atualmente decorrem 21 ensaios clini-
cos que envolvem células estaminais na
DA. Apenas 1, na fase de recrutamen-
to, pretende gerar iPSCs a partir de in-
dividuos com transtornos neuroldgicos
para o estudo dessas doencas e para o
desenvolvimento de novas terapias®.
Destes ensaios, apenas um apresenta re-
sultados sobre a administracao do fator
gerador de colénias de granuldcitos, em
que hd diminui¢ao da carga amiloide e é
revertido o comprometimento cognitivo
de individuos com a doenca.

O namero crescente de ensaios clinicos
com células diferenciadas ou progeni-
toras devera ser acompanhado com o
desenvolvimento de métodos nao inva-
sivos para rastrear as células transplan-
tadas e técnicas de imagem precisas que
garantam a visualiza¢do da sua entrega
e o seu acompanhamento ao longo do
tempo. A técnica de imagem ideal devera
ser sensivel o suficiente para rastrear
até uma célula e capaz de quantificar as
células em regides especificas do cére-
bro, com seguranca para os doentes®’.
O avango dos ensaios clinicos depende
fortemente de uma continua investi-



gacdo focada nos mecanismos celulares
e moleculares ainda por esclarecer na
DA, assim como sobre a terapia celular
com iPSCs e sua aplicagdo. Questdes
como a idade, fase da doenga e o tipo
celular mais adequado a transplantar
em cada caso permanecem por elucidar,
embora a genotipagem individual ja seja
um grande auxilio nesta tematica.

LIMITA(;()ES, PERSPETIVAS FU-
TURAS E CONCLUSAO

Os problemas éticos e técnicos asso-
ciados as células estaminais limitam
a investigacao e o desenvolvimento de
métodos para a sua aplicagao clinica.
As ASCs sao acompanhadas de algu-
mas desvantagens, dadas as suas capaci-
dades inferiores de proliferacao e dife-
rencia¢do, bem como a dificuldade no
seu isolamento. Ainda assim, as células
estaminais do sangue do corddao umbi-
lical tém sido uma opg¢ao crescente em
doentes sem dadores de medula 4ssea,
pela sua plasticidade e baixa imunogeni-
cidade, pelo que, estdo a ser armazena-
das em bancos de criopreservacio®.

A possibilidade de reprogramar células
somaticas em iPSCs, bem como pro-
gramar a sua diferenciagdo numa outra
linhagem celular supera as desvanta-
gens ja referidas das ESCs, facultando
os tratamentos autdlogos. As iPSCs
apresentam, sem duavida, um futuro
promissor na compreensao e tratamen-
to de doencas, bem como um auxilio
insubstituivel no screening de farmacos.
No entanto, existem ainda uma série de
obstaculos que urgem ser explorados e
ultrapassados para que as iPSCs se as-
sumam como uma op¢ao terapéutica.
Em primeiro lugar, serda muito impor-
tante desenvolver protocolos laborato-
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riais universais de obtencao de iPSCs,
isto é, a partir da linhagem celular que
melhor produz estas células (as células
da pele tém demonstrado taxas de re-
programac¢iao mais eficientes), escolher
o método de reprogramacao adequado,
incluindo um tempo de cultura reduzido
e os fatores de transcri¢cao necessarios, e
isolar as células totalmente reprograma-
das, através da morfologia e marcadores
de pluripoténcia. Como tal, devem ser
desenvolvidas técnicas avancadas de de-
tecdo e estudados marcadores de pluri-
poténcia para que a detec¢do seja sensivel
e rapida. Em segundo, a escolha do vetor
influencia a eficiéncia de reprogramacao;
os vetores integrativos devem ser substi-
tuidos por vetores nao integrativos, com
ou sem o uso de moléculas pequenas,
que devem ser explorados de modo a
aumentar a eficiéncia. Em terceiro lu-
gar, as iPSCs devem ser bem caracteri-
zadas (epi)genética e funcionalmente. E
necessaria uma maior compreensao dos
fatores que induzem um aumento da
instabilidade genética durante a repro-
gramacao e a cultura das células, bem
como a identificagao de mutagdes preju-
diciais ao seu desempenho. Abordagens
“Omicas” permitem delinear a epigenéti-
ca, fornecendo pistas para melhorar a
conversao celular. O desenvolvimento
de técnicas que gerem iPSCs sem mu-
tacdes que causem perturbacdes genéti-
cas, assim como a corre¢do de linhagens
celulares de iPSCs através das técnicas
de edi¢ao de genes, fazem parte do fu-
turo destas células. Em quarto lugar,
¢ importante descodificar se as iPSCs
modificadas podem sofrer alguma trans-
formacao maligna ndo visivel antes ou
depois da diferenciagdo. Em ultimo lu-
gar, para que as iPSCs sejam transplan-
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tadas, é necessario escolher um vetor e
uma via/local de administracido, conso-
ante o destino terapéutico. E essencial
que os investigadores apostem nestas
células para que se estabelecam proto-
colos seguros, eficazes e com qualidade,
desde a escolha do tipo celular para a sua
geracdo até a célula diferenciada preten-
dida, incluindo a sua administraciao e
manuten¢ao no individuo alvo.

Relativamente a DA, é fundamental que
se cumpram alguns requisitos para que
as iPSCs possam avancar para os ensaios
clinicos e, posteriormente, sejam aprova-
das como uma opgio terapéutica. A
criacao de modelos com iPSCs continua
a ser uma ferramenta util na DA para o
estudo da doenca e desenvolvimento de
farmacos, dado que ainda se desconhe-
cem varios mecanismos fisiopatologi-
cos e os farmacos disponiveis sdo muito
pouco eficazes. Os modelos deverdo ser
uma ilustragdo o mais préxima possivel
da realidade, através de técnicas tridi-
mensionais, e devem ser completos, de
modo a ter em conta o ambiente envol-
vente, as células que possam interferir
na patologia e todos os processos fisio-
légico envolvidos. Para o tratamento da
doenga, a criacdo de haplobanks de iPSCs
seria uma boa iniciativa, isto €, um ban-
co de linhas celulares especificamente
escolhidas, idealmente tipadas por an-
tigénios leucocitarios humanos (HLA)
que correspondam ao maximo possivel
de destinatarios, o que diminuiria a pos-
sibilidade de rejeicao nos transplantes.
A principal vantagem deste banco ¢ a
uniformiza¢do dos protocolos de ob-
tencao de iPSCs, uma vez que existem
diferencas devido aos diversos métodos
utilizados nos varios laboratérios’™. O
desenvolvimento de colecOes de células
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de individuos afetados com os dois tipos
de DA e com as vdrias predisposi¢oes
genéticas também auxiliarao na pesqui-
sa de biomarcadores especificos para
cada caso, possibilitando a categoriza¢ao
de respondedores e ndo respondedores,
otimizando a terapéutica. A partir da
genotipagem individual, é necessario
escolher o tipo celular em que as iPSCs
devem ser diferenciadas: células proge-
nitoras neuronais, neuronios ou células
da glia, estabelecendo protocolos tinicos
de cultura, técnicas de administracao e
de rastreamento das células por ima-
gem. Desafios como o armazenamento,
distribuicio e disponibilizagido do trata-
mento, deverao ser considerados. Para
que o conhecimento cientifico gerado
até a0 momento seja transposto para a
realidade clinica, para além de todo o
esforco no estabelecimento dos varios
processos, é necessdria uma producao a
escala industrial, o que envolveria recur-
sos financeiros e humanos por parte das
inddstrias farmacéuticas®.

A descoberta cientifica das iPSCs abriu
novas oportunidades para os investi-
gadores e a sua transposi¢ao para a clini-
ca das vdrias doengas poderd constituir
um marco na histéria da humanidade,
por possibilitar tratamentos até hoje
nunca imaginados. A Doenca de Alzhei-
mer necessita urgentemente de novas
opgoes terapéuticas capazes de diminuir
o numero de novos casos e de travar a
progressdo da doencga, pelo que as iP-
SCs se apresentam como uma estratégia
muito promissora.
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