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PALAVRA DO PRESIDENTE

“A amortalidade ja é quase uma realidade palpavel”.

Raul Canal

A busca por longevidade, associada a uma boa qualidade de vida, acompanha a historia da
humanidade desde o inicio dos tempos. Ao longo dos dltimos 50 anos aumentamos nossa
expectativa de vida em todo o mundo em aproximadamente 30 anos. Muito disso se deve as
pequenas mudangas de habitos, grandes desenvolvimentos cientificos e clinicos que permiti-
ram a implementagao de medidas de prevencgao, controle e tratamento cada vez mais eficazes
para as chamadas doengas infectocontagiosas.

Naqueles locais onde tais medidas conseguiram se estabelecer, considerando os aspectos so-
cioeconémicos e culturais envolvidos, essas doengas respondem hoje por cerca de 5% dos
indices de mortalidade. Contudo, ainda ha muito a ser feito e, hoje, as chamadas doengas dege-
nerativas representam um grande desafio a ser vencido, para que possamos seguir adiante com
o proposito de vivermos bem e mais.

As células-tronco adultas mesenquimais se apresentam como importante instrumento dentro
do universo da Medicina e Odontologia Regenerativas, pois sao células que, a despeito de
serem inespecificas, apresentam grande capacidade de multiplicagao, diferenciagao em células
formadoras/constituintes de tecidos especializados e competéncia imunomodulatoéria. Ha uma
enorme quantidade de fontes de onde podem ser isoladas células-tronco adultas mesenqui-
mais, tais como: medula ossea (Friedenstein, Piatetzky et al., 1966); tecido adiposo (Zuk, Zhu
et al,, 2001; Zuk, Zhu et al., 2002); musculo esquelético (Noth, Tuli et al., 2002;Wada, Inagawa-
-Ogashiwa et al,, 2002); musculo orbicular labial (Bueno, Kerkis et al., 2009); polpa dentaria
(Gronthos, Mankani et al. 2000); e derme (Toma, Akhavan et al.,2001).

Essas células vém sendo consideradas pela comunidade clinica e cientifica mundial sob diferen-
tes propostas, que vao desde o uso in vitro, por meio da produgao de mini 6rgaos funcionais
a partir de células-tronco com o objetivo de estratificar doengas e desenvolver protocolos
terapéuticos especificos, previsiveis e eficazes, até o uso em terapias celular e avangada, com
fins regenerativos.

Com o avango da medicina regenerativa e as terapias celulares, a tendéncia é que os humanos
se tornem, num futuro breve, em seres Amortais (diferente de Imortais) ou seja, morreremos
por traumas, causas externas e acidentes, ndao mais por doencas, complicagdes organicas ou

funcionais.
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INTRODUCAO

O papel das células-tronco como um importante instrumento para a Medicina e a Odontologia
Regenerativa vem sendo consolidado sob diferentes perspectivas em todo o mundo. No Brasil,
especialmente a partir de 2018, os avangos regulatérios em curso, capitaneados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), trouxeram grande estimulo ao desenvolvimento e a
entrega de solugdes a sociedade, por meio de aplicagoes em terapia celular, terapia avangada e

terapia genética. O crescente enga-
jamento das comunidades cientifi-

ca e clinica, vem criando uma nova

realidade relacionada a pesquisa,
proporcionando, com isso, 6timas
expectativas quanto a atuagoes
profissionais alinhadas a esses no-
vos conhecimentos e tecnologias,
I no ambito da promogao de saude.
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Figura |: nimero de publicagdes cientificas encontradas por ano, de 1999 a 2019, na base de dados do U.S.
National Library of Medicine, via site www.clinicaltrials.gov, com a utilizagdo do termo de busca “stem cells” (cé-

lulas-tronco) associado ao respectivo ano. Fonte: www.clinicaltrials.gov

Autor:
Dr. José Ricardo Ferreira - Diretor-Presidente da R-Crio Criogenia S.A. Membro da

ISCT (International Society for Cellular Therapy) e Membro da ISCM (International Society for
Ceramics in Medicine).

2 CONCEITO

As capacidades de autorreplicagao e diferenciagao em

células especializadas formadoras de tecidos, a partir
de uma condigao inicial indiferenciada, saio competén-

cias que permitem definir uma célula-tronco.
Autorrenovaciao

Divisao
assimétrica Figura 2: propriedades das células-tronco. As células-tronco

sao capazes de se autorrenovar e de se diferenciar em outros
Diferenciagao

52 tipos celulares. Isso significa que elas podem originar células-fi-

Ihas que mantém suas mesmas caracteristicas ou que seguem

vias especificas de diferenciagao celular. Fonte: R-Crio célu-
las-tronco.
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De acordo com seu potencial de diferenciagao, podem ser classificadas em:

* Totipotentes: classificadas como células-tronco embrionarias (CTEs), sao capazes de
se diferenciar nos 216 tipos celulares que dao origem aos tecidos que formam o corpo
humano, incluindo a placenta e os anexos embrionarios. Sao encontradas nos embrices
durante as primeiras fases da divisao celular, que correspondem a trés ou quatro dias
de vida. O zigoto e a morula, formada apos a divisao mitética do zigoto, sao exemplos

de células-tronco totipotentes.

* Pluripotentes: classificadas como CTEs, sao capazes de se diferenciar nos tipos ce-
lulares que dao origem a quase todos os tecidos humanos, excluindo a placenta e os
anexos embrionarios. Sao encontradas no embridao humano a partir do quinto dia de
vida. Por exemplo, CTEs e células derivadas das camadas germinativas de endoderme,

mesoderme e ectoderme, encontradas no inicio do desenvolvimento embrionario.

* Multipotentes: classificadas como células-tronco adultas (CTAs), sao capazes de se
diferenciar em uma familia de células intimamente relacionadas, que dao origem a parte
dos tecidos humanos. Por exemplo, células-tronco adultas hematopoéticas podem se

diferenciar para se tornarem globulos vermelhos, globulos brancos ou plaquetas.

* Oligopotentes: classificadas como CTAs, sao capazes de se diferenciar em apenas

algumas células. Por exemplo, CTAs linfoides ou mieloides.

* Unipotentes: classificadas como CTAs, sao capazes de se diferenciar somente em um

tipo celular.

Plasticidade B

Figura 3: potencial de diferenciagdo. As células-
Células . = . % . z
totinotentes -tronco totipotentes sao as mais plasticas, isto é,

podem se diferenciar em mais tipos celulares. As

CTEs presentes na massa interna do blastocisto sao

pluripotentes, enquanto as CTAs sdo multipotentes.
Celulas

pluripotentes Conforme o nivel de especializagdo aumenta, a plas-

ticidade diminui. Fonte: R-Crio células-tronco.

Células-tronco
adultas

ulares

Linhagem Linhagem Linhagem
endodérmica  mesodérmica  ectodérmica
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Quanto a origem, as células-tronco sao classificadas em:

e Células-tronco Embrionarias (CTEs): derivadas do embriao em um estagio de
desenvolvimento anterior ao momento em que a implantagao normalmente ocorreria
no uUtero.As CTEs sao tipicamente provenientes do blastocisto, que é uma massa mi-

croscopica oca de células com cerca de trés a cinco dias de idade;

Espermatoroide

CTE
@ (@ ®

Qvacito Embriogénese Blastocisto Isolamento de
fertilizado célula-tronco
embrionérias

Figura 4: células-tronco embrionarias sdo derivadas da massa interna do blastocisto. Fonte: R-Crio células-tronco.

e Células-tronco Adultas (CTAs): também denominadas células-tronco somaticas.
Sao indiferenciadas, encontradas entre as diferenciadas em todo o corpo, apos o de-
senvolvimento embrionario. Além disso, podem se diferenciar para produzir a maioria
das células especializadas do tecido ou 6rgao de onde se originam e, portanto, sua
diferenciagao é altamente localizada. Tem como fungao permitir a cura, o crescimento
e a substituicao de células que se perdem a cada dia. Dentre muitos tipos de CTAs, as
principais sao:

Foliculo Tecide Medula Muscula Sisterna

Capilar Adiposo Gssea Esquelético  Mervoso
Cantral

Figura 5: fontes de CTAs. Cada um dos tipos sdo encontrados em
diversos tecidos. As CTAs epiteliais estdo nos tecidos de revesti-
mento, os epitélios, como por exemplo, foliculo capilar, pele e reves-
timento do intestino; as hematopoiéticas sao encontradas na medula
Ossea e sangue periférico; as mesenquimais ja foram descritas no
tecido adiposo, medula 6ssea, polpa de dente, trompa, etc; as muscu-
lares estdo nos musculos esqueléticos; e as neurais estdo presentes

no sistema nervoso central. Fonte: R-Crio células-tronco.

T cT T Mesenquimale  Célula T
Epitelial Mesenquimal €T Hematopolética satélite  Neural

*  Células-tronco Hematopoéticas (CTHs):

dao origem a todos os tipos de células do sangue:

vermelhas, brancas e plaquetas. Esse processo ocorre
na medula 6ssea vermelha, no centro da maioria dos

OSSOsS.
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Hemangioblasto

% Figura 6: o hemangioblasto origina células

progenitoras endoteliais e hematopoiéticas. As

L/\ células progenitoras endoteliais se diferenciam
) terminalmente em células endoteliais e parti-

Célula progenitora cipam da angiogénese. As células progenitoras

Célula-tronco  endotelial

hematopoiética \A‘ @ hematopoiéticas podem derivar todos os tipos

Célula ' Célula . Célula endotelial de células sanguineas, tanto de linhagens mielo-
progenitora progenitora ides como de linhagens linfoides. Fonte: R-Crio
linféide vy W« Mmieldide )

células-tronco.

@9d
Células sanguineas

* Células-tronco Mesenquimais (CTMs): estao presentes e dao origem a todos os
tecidos sélidos do corpo como cartilagem, osso, gordura, musculo e tecido nervoso.
Recebem esse nome em razao de sua origem, a partir do mesénquima, um dos teci-
dos presentes no embriao a partir da terceira semana de gestagao.As CTMs podem
ser encontradas nos mais diversos tecidos, incluindo medula 6ssea, tecido adiposo,
tecido muscular esquelético, polpa dentaria (dentes deciduos e permanentes), perios-
teo e derme. Uma das vantagens dessas células é que os protocolos para isolamento
e expansao siao consolidados, sendo possivel, portanto, aumentar em laboratério a
quantidade de células disponiveis para uma eventual terapia em condi¢oes de boas
praticas de manipulagao (do inglés Good Manufacturing Practices ou GMP). Pesquisas
clinicas envolvendo essas células tém aumentado exponencialmente desde sua desco-
berta; afinal, elas possuem o potencial de regenerar os mais diversos tecidos e orgaos
lesados.Além disso, as CTMs possuem agao anti-inflamatoria, e sao capazes de migrar

automaticamente para locais com inflamagao ativa.

Inducio da
diferenciagio

Figura 7: efeitos e propriedades das CTMs. Essas células respondem
de diferentes formas aos estimulos que recebem do microambiente.
Os fatores de crescimento, citocinas, hormonios, dentre outras mo-
léculas e condigées do microambiente, como concentragio de oxi-

génio e conformagao 3D, sdo estimulos que induzem as CTMs a di-

ferentes respostas, e podem ser endégenos do organismo ou podem outras células Diferenciagia
ser induzidos em uma cultura ex vivo.As respostas das CTMs podem
. - n . = il 7
ser uma diferenciagao celular direta, a migragio ou podem regular A finodlay

processos celulares em outras células, os chamados efeitos troficos,
seja por contato ou por secrecao de outras moléculas, controlando
a proliferagao, diferenciacdo, angiogénese, apoptose e fibrose. A imu- Fbrose

nomodulagio é um efeito trofico no qual as CTMs interagem com as

células do sistema imune. Fonte: R-Crio células-tronco.

Proliferacaa

Anglogénese
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Alguns pesquisadores apresentam, ainda, outras subdivisdes para as CTAs: células-tronco ma-

marias, intestinais, endoteliais, neurais, olfatorias, da crista neural e testiculares.

e Células-tronco Pluripotentes Induzidas ou Células-tronco de Pluripoténcia
Induzida (do inglés induced pluripotent stem cells ou iPSCs): tipo de célula-tron-
co descoberta mais recentemente. Essas células sao obtidas por meio de um processo
denominado reprogramacao celular, o qual consiste de modificar a expressao génica de
células somaticas, fazendo com que elas apresentem propriedades semelhantes as das
CTEs, ou seja, as células ja diferenciadas, apds passarem pela reprogramagao, voltam a

ser pluripotentes.

Célula somatica

Ocl4 @ Sox2 //f
C-Myc @@ Kif4

3
> S

Genes exogenos 5€|E:§ac de
introduzidos por células
vetor viral reprogramadas

Figura 8: as iPSCs sao produzidas por meio da técnica de reprogramacao de células somaticas.

Fonte: R-Crio células-tronco.

As classificagoes das células-tronco podem variar entre diferentes pesquisadores. Entretanto,
a classificagao utilizada para este manual é a mais utilizada para fins didaticos (CAN, 2008;
ZAKRZEWSK] et al.,2019; RAJPOOT e TEWAIRI, 2018; e KALRA e TOMAR, 2014).

3 HISTORICO

As primeiras células-tronco foram descobertas nos anos 1900, quando notou-se a capacidade
de algumas células se diferenciarem em globulos vermelhos. Em 1908, o histologista russo,
Alexander Maksimov, propos o termo “célula-tronco”. Na década de 50, foi realizado por
Edward Donnall Thomas, o primeiro transplante de medula 6ssea. Em 1961, James Till e Ernest
McCulloch apontaram a existéncia de células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea de
camundongos, abrindo perspectiva para a compreensao dos mecanismos envolvidos nesses

transplantes.
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A descoberta de células-tronco hematopoiéticas em 1978, ocorreu devido ao transplante de
medula ssea entre dois irmaos, em 1968, para tratar com sucesso um caso de imunodeficién-
cia combinada grave. Entre as décadas de 70 e 80, a equipe do Professor Alexander Friedens-
tein, estudando CTNs, demonstrou a capacidade de autorrenovagao e diferenciagao dessas
células, atraindo a atengao da comunidade cientifica a necessidade de promover pesquisas

voltadas para o uso, de forma direcionada e previsivel, desse material biologico.

Em 1981, a primeira linhagem de CTEs in vitro foi desenvolvida a partir de camundongos. Em
1988, as CTEs foram derivadas a partir de hamsters, e em 1995, a partir de um primata. Em
1997, lan Wilmut e seus colegas do Roslin Institute, em Edimburgo, criaram a ovelha Dolly, o
primeiro clone animal artificial, por meio de produgao de CTEs. Em 1998, James Thomas e sua
equipe derivaram a primeira linhagem de CTEs humanas na Universidade de Madison, em Wis-
consin. Em 2006, Shinya Yamanaka, da Universidade de Kyoto, no Japao, descobriu uma maneira
de produzir células semelhantes as CTEs, a partir de células adultas diferenciadas. Essas células
foram denominadas iPSCs e os pesquisadores ganharam o Prémio Nobel, em 2012, por este
trabalho. Em 2010, um individuo com lesao medular se tornou o primeiro a receber um trata-
mento médico derivado de CTEs humanas, como parte de testes clinicos da empresa Geron de
Menlo Park, localizada na Califérnia. Em 2013, Shoukhrat Mitalipov do Oregon National Primate
Research Center, em Beaverton, e seus colegas produziram CTEs humanas a partir de células
fetais usando clonagem terapéutica. Em 2014, as equipes lideradas por Dieter Egli, da New York
Stem Cell Foundation, e Young Gie Chung, da CHA University, em Seoul, produziram independen-
temente CTEs humanas, a partir de células adultas, por meio de clonagem terapéutica. Atual-

mente muitos estudos vém sendo realizados sobre edigao génica em células-tronco.

Essa € uma abordagem muito promissora, tanto para obter informagoes sobre diferentes tipos
de doencas, quanto sobre possiveis tratamentos. Os diferentes tipos de células-tronco tém
contribuido muito em pesquisa basica, triagem de medicamentos e aplicagoes terapéuticas
(RAJPOQOT e TEWARI, 2018).

4 APLICACOES DAS CELULAS-TRONCO

Algumas possiveis aplicagoes das células-tronco em Medicina e Odontologia Regenerativas sao
(AHMED et al., 2017; FERREIRA e GRECK, 2020):

* Estratificacao de pacientes: utilizagao de células-tronco para recriar uma doenga
especifica em laboratério (Alzheimer, autismo, Parkinson, etc.) e, assim, permitir uma

investigagao mais detalhada, para que novos tratamentos possam ser desenvolvidos.
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* Desenvolvimento e testes de medicamentos: utilizagio de células-tronco para
gerar tecidos ou 6rgaos de interesse para o desenvolvimento e testes de novos me-

dicamentos, permitindo uma avaliagao local e sistémica minimizando a necessidade de

ensaios em animais e humanos.

Figura 9: chip multi-orgaos. Chips de orgaos
individuais podem ser conectados por meio
de uma plataforma de perfusdo revestida com
uma camada de células endoteliais, que funciona
como uma membrana seletiva e permite a troca
de metabdlitos e sinalizagdo bioquimica entre
os diferentes componentes que integram o sis-
tema. O meio de circulagido pode conter células
imunes, para simular o organismo humano de
forma mais proxima a real. Medicamentos de
diferentes tipos podem ser testados com o au-
xilio destes dispositivos, incluindo aerossois e
formulages desenvolvidas para administragao
via oral. Fonte: R-Crio células-tronco.

Fluido recirculante

* Geracao de o6rgaos funcionais em laboratério: por meio do direcionamento da
diferenciagao de células-tronco associadas a um arcabougo especifico (6rgao previa-

mente descelularizado), gerando érgaos funcionais e imunologicamente compativeis.

0
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Processo de Remocao
descelularizacao do 6rgao

Recelularizagao
in vitro em biorreator

N

Orgao Implante
descelularizado 1

Paciente

Figura 10: matrizes biologicas descelularizadas. A descelularizagdo consiste na remogao eficiente de todas as células
e conteldo genético de um tecido ou 6rgdo, deixando intacta apenas a matriz extracelular. Apos a descelularizagdo,
as propriedades estruturais, composicao bioquimica e propriedades biomecanicas da matriz devem ser preservadas.
Entdo, a matriz descelularizada pode ser repovoada com células de diferentes tipos, incluindo células autélogas, pelo
processo de recelularizagdo. A recelularizagao pode ser feita in vitro, com o auxilio de um biorreator, ou entdo pode
ocorrer in vivo, com células autélogas naturalmente repovoando a matriz cujo contetdo celular original foi removido.

Fonte: R-Crio células-tronco.

e Terapia celular: por meio do transplante ou inje¢ao de células-tronco vivas, dife-
renciadas ou nao, em um paciente, a fim de substituir ou regenerar células ou tecidos

danificados.
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Processamento Expansao

Figura | I: transplante autélogo versus alogénico. No transplante autélogo o paciente recebe as suas proprias células,
enquanto no transplante alogénico o paciente recebe células de um doador diferente dele mesmo. As células podem
ir ao laboratorio antes de serem transplantadas, passando por expansdes, modificagbes genéticas, associagdes a bio-

materiais, etc. Fonte: R-Crio células-tronco.

Medicina
persnnalizara

Figura 12: Resumo das possiveis aplicagoes das células-tronco. Fonte: R-Crio células-tronco.
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5 ASPECTOS REGULATORIOS NO BRASIL

No Brasil, uma sequéncia de resolu¢oes publicadas pela Anvisa, a partir de 2018, vem pavimen-
tando os caminhos que poderao nos levar,em um curto espago de tempo, a uma profunda mu-
danca nos modelos teodricos e praticos que fundamentam a Medicina e a Odontologia, criando

um novo pilar de sustentagao a promogao de saude.

Abaixo uma sintese dessas Resolugoes da Diretoria Colegiada (RDCs) e seus principais pro-

positos:

« A RDC n° 214/2018, sob o titulo: “Boas Praticas em Células Humanas para Uso Tera-
péutico e Pesquisa Clinica”, estabeleceu diretrizes aos Centros de Processamento Ce-
lular (CPCs), para que possam trabalhar com células-tronco em condi¢oes adequadas

para posterior aplicagao dessas células em humanos (Anvisa, 2018a);

* ARDC n°260/2018 sob o titulo:“Regras para Realizagao de Ensaios Clinicos com Pro-
dutos de Investigagao Avangada no Brasil”, definiu padroes claros para a realizagao de

estudos clinicos, e também estabeleceu uma classificacao para terapia celular e genética
(Anvisa, 2018b); e

A RDC n° 338/2020 trouxe as diretrizes para o registro de produtos de terapia avan-
¢ada no Brasil (Anvisa, 2020).

Além dos recentes avangos regulatérios, o Brasil possui um ambiente favoravel e maduro para
pesquisas e inovagoes voltadas para a Medicina e a Odontologia Regenerativa. Alguns fatores

decisivos, presentes no Pais, que corroboram essa ideia, sao:

|. ambiente regulatério espelhado na conduta das principais agéncias regulatorias in-
ternacionais como a Food and Drug Administration (FDA), a European Medicine Agency
(EMA) e a Pharmaceuticals and Medicals Device Agency (PMDA);

2. respeito a Convencao de Paris de 1883, em relagao a Propriedade Intelectual, por
meio do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI). Atualmente, 173 paises

sao signatarios e o Brasil foi um dos 14 paises signatarios originais;

3. casuistica elevada para patologias diversas, somada a dimensao continental do Pais,

tornam o ambiente atrativo para realizagao de estudos clinicos robustos;
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4. financeiro atrativo para a realizagao de estudos clinicos quando comparado a centros

na Europa ou nos EUA; e

5. pesquisadores e laboratérios qualificados, seguindo as normas e os padroes interna-

cionais.

6 CENTROS DE PROCESSAMENTO CELULAR (CPCs)

De acordo com a RDC n° 214/2018 publicada pela Anvisa: Centro de Processamento Celular

refere-se ao

estabelecimento que possui infraestrutura fisica, equipamentos, técnicas e recursos humanos, poden-
do ter como atribui¢es a captagao e selegao de doadores, incluindo a triagem clinica, social, fisica e
laboratorial; a coleta, identificagao, transporte, avaliagao, processamento, acondicionamento, armaze-
namento e disponibilizagao de células de origem humana ou Produtos de Terapias Avangadas para uso

terapéutico, podendo, ainda, fornecer células ou Produtos de Terapias Avangadas para pesquisa, ensino,

treinamento, controle de qualidade ou validagao de processos (Anvisa, 2018a).
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Figura 13: infografico com sequéncia de eventos para criopreservagao celular. Fonte: R-Crio células-tronco.
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Tais CPCs devem trabalhar em absoluta conformidade com as normas estabelecidas de boas
praticas em células humanas que, segundo a mesma RDC, podem ser descritas como “parte da
garantia de qualidade que assegura que as células e os Produtos de Terapias Avangadas sejam

consistentemente manipulados e controlados, com padroes de qualidade apropriados para o

uso pretendido” (Anvisa, 2018a).

‘L_LJ '

2

Figura 14: exemplos de processos em um centro de processamento celular. Fonte: R-Crio células-tronco.

71TERAPIA CELULAR ETERAPIA AVANCADA

Nas RDCs n° 214/2018, n° 260/2018 e n° 338/2020 a Anvisa estabeleceu as premissas funda-
mentais para entendimento e diferenciagao entre Produtos de Terapia Celular e Produtos de
Terapia Avangada (Anvisa, 2018a; Anvisa, 2018b; e Anvisa, 2020).
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* Produto de Terapia Celular: caracteriza-se por demandar manipulagao minima, ou
seja, ‘processamento das células ou tecidos que nao altera de forma significativa as suas
caracteristicas biologicas, dentre as quais se incluem estado de diferenciagao e ativagao,
o potencial de proliferacao e a atividade metabolica. Sao considerados manipulagao
minima os atos de cortar, separar, centrifugar, imergir ou preservar em solugoes antibi-
oticas, concentrar, purificar, filtrar, liofilizar, irradiar, congelar, criopreservar ou vitrificar,

entre outros”.

* Produto de Terapia Avancada: caracteriza-se por demandar manipulagao extensa,
ou seja, “processamento de células e tecidos que altera qualquer uma de suas carac-
teristicas biologicas, dentre as quais se incluem estado de diferenciagao e ativagao,
potencial de proliferagio e atividade metabdlica. E todo processamento de células e
tecidos que nao configura manipulagao minima.Todo tipo de cultivo celular é conside-
rado manipulagao extensa”. Os Produtos de Terapia Avangada podem ser classificados
em Produtos de Terapia Celular Avangada, Produtos de Engenharia Tecidual e Produtos

de Terapia Génica.

*  Produto de Terapia Celular Avancada: produto bioldgico constituido por
células humanas ou seus derivados nao quimicamente definidos, que possui a fi-
nalidade de obter propriedades terapéuticas, preventivas ou de diagnostico, por
meio de seu modo de agao principal de natureza metabdlica, farmacoldgica e/ou
imunologica, para uso autdlogo ou alogénico em humanos, sendo que (a) tenha
sido submetido a manipulagao extensa; e/ou (b) desempenhe no receptor fungao

distinta da desempenhada no doador.

* Produto de Engenharia Tecidual: produto biolégico constituido por células
humanas organizadas em tecidos ou orgaos que apresentam propriedades que
permitam regenerar, reconstituir ou substituir um tecido ou 6rgao humano, na
presenga ou nao de suporte estrutural constituido por material biolégico ou bio-
compativel, sendo que (a) tenha sido submetido a manipulagao extensa; e/ou (b)

desempenhe no receptor fungao distinta da desempenhada no doador.
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Figura 15: engenharia de tecidos. A engenharia de tecidos é uma abordagem da medicina regenerativa que combina
o uso de células, biomateriais e/ou fatores bioquimicos e fisico-quimicos (estimulos externos) com o objetivo de criar
tecidos e orgaos artificiais. Células-tronco isoladas do proéprio paciente ou provenientes de um doador diferente sao
multiplicadas in vitro e cultivadas sobre um biomaterial biodegradavel de suporte (scaffold) na presenca de fatores que
promovem sua proliferagio e/ou diferenciagao. O scaffold povoado com células é entdo implantado no paciente a fim

de regenerar a regiao doente ou lesionada. Fonte: R-Crio células-tronco.

* Produto de Terapia Génica Constituido por ou a Base de Células: pro-
duto bioldgico obtido por meio de transferéncia de material genético ex vivo em
células humanas, com objetivo terapéutico, preventivo ou de diagnostico, para

uso autologo ou alogénico em humanos.
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Figura |6: terapia celular e terapia génica. A terapia celular é uma abordagem da medicina regenerativa que consiste
na injegao de células saudaveis em tecidos afetados por doencas ou traumas. As células podem ser de origem autoéloga
(isoladas do proprio paciente) ou alogénica (obtidas de um doador diferente). A terapia génica é outra vertente da
medicina regenerativa que muitas vezes se sobrepde a terapia celular:a técnica permite corrigir defeitos genéticos em
células ou inserir nelas novos genes a fim de atribuir a elas novas fungdes. Pode ser realizada tanto in vivo (células sao

geneticamente modificadas diretamente no paciente) quanto ex vivo (células sio modificadas fora do corpo e depois

reintroduzidas no paciente). Fonte: R-Crio células-tronco.

8 CELULAS-TRONCO: DO LABORATORIO A

PRATICA CLINICA

As CTMs, CTHs e iPSCs sao as provaveis protagonistas da proxima revolugao na medicina:

a medicina regenerativa e personalizada. As CTHs ja tém seu uso consagrado em diversas

doengas hematopoiéticas, imunes e metabdlicas. No entanto, ha muito a ser descoberto sobre

as aplicagoes de outros tipos de células-tronco. De acordo com o Instituto Nacional de Saude

dos Estados Unidos (National Institutes of Health ou NIH), em todo o mundo sao mais de cinco

mil pesquisas clinicas diferentes com células-tronco para diversas patologias. Algumas delas

estao em estagio particularmente avangado, isto €, muito proximo do emprego na pratica

clinica.
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Figura 17: terapias com células-tronco mesenquimais (CTMs). Tanto pelo potencial de diferenciagdo quanto pelos
efeitos troficos produzidos sobre outras células,as CTMs tém sido estudadas como terapia para inimeras condi¢Ses
clinicas, nas mais diversas areas médicas. Beneficios terapéuticos com o uso de CTMs ja foram relatados, por exemplo,

para tratamentos ortopédicos, estéticos e odontologicos, para lesdo de figado, doengas cardiovasculares, pulmonares,

intestinais, neurodegenerativas, e doenga do enxerto contra hospedeiro. Fonte: R-Crio células-tronco

Merecem destaque os resultados de terapias com células-tronco para infarto do miocardio,
lesdes da medula espinhal, doenca de Parkinson e diabetes tipo 2. Esse tipo de terapia também
mostrou-se segura, e parece ser eficaz contra esclerose multipla, artrite reumatoide, acidente
vascular cerebral, diabetes tipo |, diferentes tipos de cegueira, entre diversos outros exemplos.

Abaixo, encontram-se destacados alguns dos avangos mais importantes em cada especialidade.
DERMATOLOGIA

O uso experimental de células-tronco para doengas dermatologicas graves e sem cura, como
lipus eritematoso sistémico e epidermélise bolhosa distroéfica recessiva, tem gerado resulta-
dos bastante positivos. Estudos pré-clinicos com vesiculas extracelulares derivadas de CTMs
em modelos de lUpus, mostraram resultados benéficos dessa intervencao. Sao estagios ainda
iniciais de pesquisa, mas essa nova modalidade de tratamento pode ter algumas vantagens em
relagao ao uso das células, principalmente considerando-se a necessidade de produgao indus-
trial em larga escala (GAO et al., 2016; RAD et al., 2019). Com relagao a epidermdlise bolho-

sa, um ensaio clinico, realizado na Italia, obteve resultados muito promissores. O tratamento
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consistiu no isolamento de células epidérmicas de um paciente, corregao genética da mutagao

causadora da doenga, cultivo e expansao das células corrigidas e enxerto de uma grande exten-

sao de pele. O tratamento permitiu a regeneragao de quase toda a pele do paciente (HIRSCH
et al.,2017).

Figura 18. Fonte: www.anva.com

Além da aplicagao em tratamentos de doengas dermatoldgicas, as células-tronco possuem
importante papel para fins estéticos. Um exemplo dessa aplicagao € o tratamento, com célu-
las-tronco derivadas da gordura, de pacientes acometidos pelo fotoenvelhecimento da pele
da face. As células-tronco cultivadas foram injetadas sob a pele da face, em uma area proxi-
ma a orelha. Em poucas semanas, esse procedimento foi capaz de eliminar a rede de elastina
danificada pelo sol, substituindo-a por tecidos e estruturas normais e sem danos, mesmo nas
camadas mais profundas da pele (CHARLES-DE-SA e DE AMORIM, 2018). Outro exemplo é o
desenvolvimento, em laboratorio, de pele sintética humana contendo cabelo. Essa estrutura é
extremamente promissora para o tratamento de doencas de pele, de lesoes como queimadu-

ras e, até mesmo, da calvicie (LEE et al., 2020).
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CIRURGIA PLASTICA

Algumas alteragoes estéticas nas mamas femininas podem acontecer devido a anomalias con-
génitas, cancer de mama, envelhecimento ou amamentagao. O aumento de volume ou recons-
trugao mamadria representa grandes desafios cirdrgicos. A cirurgia para o aumento de mamas
€ o tipo de cirurgia plastica mais realizada no mundo e os implantes de silicone tém sido os
materiais mais utilizados para esse fim, mas, visando proporcionar maior satisfagao e seguranga
para as pacientes, uma abordagem alternativa vem sendo utilizada para corregao e aumento de

mamas: o enxerto de gordura da prépria paciente.

A extragao de gordura por meio de lipoaspiragao é um procedimento que pode ser realizado
de forma segura, e a transferéncia dessa gordura lipoaspirada para outras areas do corpo possi-
bilita desde modificagdes pequenas de contorno até corregoes de grande volume. Além disso,
a gordura da propria paciente € um material prontamente disponivel, biocompativel, versatil e
nao causa rejeicao pelo sistema imune. Contudo, esse método apresenta uma limitagao com
relagao as taxas de retencao da gordura, pois a quantidade de gordura que permanece no local
do transplante (ou seja, nao é reabsorvida pelo organismo da paciente) varia de 25% a 80%.
Assim, faz-se necessaria, em alguns casos, a repeticao do procedimento de enxertia. Por esse
motivo, abordagens que aumentem a eficiéncia de reten¢ao do enxerto tornam-se necessarias,

especialmente em pacientes que possuem pouco tecido adiposo disponivel.

Um procedimento utilizado para esse fim ¢é a utilizagao de células-tronco derivadas de tecido
adiposo para enriquecer o enxerto de gordura. Em um estudo recente, (KOLLE et al., 2020),
avaliaram se o enxerto de gordura enriquecido com as células-tronco derivadas de tecido adi-
poso (do inglés adipose-derived stem cells ou ADSCs) forneceria melhores resultados do que o

enxerto convencional, nao enriquecido.

As pacientes que receberam o enxerto enriquecido apresentaram maior taxa de retengao em
relagao as pacientes que receberam o enxerto convencional. Nenhuma paciente apresentou
reacoes adversas sérias, mostrando que esse procedimento possui um perfil seguro de uso
(KOLLE et al., 2020).

ORTOPEDIA ETRAUMATOLOGIA

As células-tronco sao uma ferramenta promissora para o reparo de lesdes osseas e de car-
tilagem. Cientistas associados ao instituto Helmholtz-Zentrum Geesthacht, na Alemanha, desen-
volveram uma “folha” polimérica que funciona como um atuador programavel para sincronizar

sinais térmicos e mecanicos aplicados a CTMs. Esta folha funciona como um biomaterial inteli-
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gente, com memoria de forma, e foi desenvolvida pelos pesquisadores a base de um polimero
chamado policaprolactona (PCL), que se deforma em temperaturas que variam de 10 a 37°C.

I))

A folha polimérica desenvolvida pelos pesquisadores age como um “musculo artificial” e possui
uma propriedade incomum: ela é treinada para se transformar reversivelmente quando ex-
posta a mudancas repetidas de temperatura. Os pesquisadores moldaram uma grade na parte
inferior da folha e a programaram para esticar a medida que a da temperatura corporal (37°C)
para 10°C e contrair quando reaquecida. Eles entdo preencheram a folha com CTMs e moni-
toraram cuidadosamente a alteragao nas dimensoes da folha e das células conforme a grade.
Com a ajuda desse musculo artificial, os cientistas foram capazes de usar um sinal fisico — a
mudancga de temperatura — para enviar simultaneamente um sinal mecanico as células-tronco.
A combinagao de estimulos térmicos e mecanicos levou a diferenciagao de CTMs em células
osseas. Esse biomaterial pode auxiliar na engenharia do tecido periosteal e na regeneragao de

ossos em casos de lesoes graves (DENG et al., 2020).

Uma outra forma em que as células-tronco podem auxiliar na recuperagao de lesdes osseas,
sem a necessidade do transplante em si, € a diferenciagao de células-tronco presentes no or-
ganismo, por meio de edigao génica, para estimular a formagao 6ssea. Até o momento, esse
processo foi estudado somente in vitro e em modelos animais, mas futuramente essa aborda-

gem pode ser testada em ensaios clinicos (MEYERS et al.,2018).

Além de lesoes osseas, um dos aspectos mais preocupantes e dolorosos das lesoes articulares
¢é a perda da cartilagem, pois, uma vez comprometido, esse tecido raramente se regenera na
idade adulta. O resultado é dor cronica, que pode ser aliviada com medicagao e fisioterapia,
mas que normalmente nunca mais vai embora, pois a cartilagem ¢é incapaz de se recuperar. Ou
seja, os tratamentos disponiveis aliviam os sintomas, mas nao tratam a causa e nem oferecem
cura. Por isso, os pesquisadores estao utilizando uma abordagem alternativa com objetivo de
regenerar a cartilagem. Essa abordagem consiste na aplicagao de células-tronco mesenquimais
(CTMs) no local da lesao para que essas células se diferenciem em uma nova cartilagem ou,
ainda, para que liberem fatores que podem estimular as células-tronco ja presentes na articu-
lagcao a diferenciarem-se. Essas abordagens estao sendo intensamente estudadas (NEGORO
et al.,, 2018).
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Figura 19. Fonte: www.canva.com

CARDIOLOGIA

Regeneracao cardiaca é uma das areas mais intensas de pesquisa em terapia celular. Um grande
numero de estudos ja foi realizado, e a terapia se mostrou segura. O tipo celular a ser usado e
a otimizagao do modo de aplicagao estao em desenvolvimento, mas até o momento, as CTMs
revelam resultados promissores. Injegoes intra-miocardicas de CTMs autdlogas foram seguras
e melhoraram a fungao miocardica em pacientes com insuficiéncia cardiaca isquémica grave
(MATHIASEN et al.,, 2015).
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Figura 20. Fonte: www.canva.com

Outra aplicagao interessante das células-tronco em cardiologia ¢ a possibilidade de associagao
de células-tronco e engenharia de tecidos para a geragao de tecido cardiaco (GAO et al.,2017),

ou até mesmo o 6rgao cardiaco inteiro (NOOR et al.,2019) para fins de transplante.

GASTROENTEROLOGIA

O epitélio intestinal é o tecido adulto renovado com mais frequéncia, e a identidade molecular
das células-tronco responsaveis por este processo foi descoberta recentemente. A habilidade
de autorrenovagao das células-tronco intestinais, em paralelo ao potencial de darem origem
ao tecido epitelial adulto funcional e a tipica anatomia das criptas intestinais, torna esse sis-
tema ideal para estudos na area de medicina regenerativa. Além disso, o rapido avango no

entendimento das caracteristicas das CTMs e, em particular, das células-tronco intestinais, as
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tornam especialmente promissoras para o tratamento de uma ampla variedade de doengas e
condicdes clinicas, incluindo doencas inflamatérias do intestino, Ulceras, obesidade e diabetes.
A doenga de Crohn é manifestada quando o sistema imune ataca células da superficie do trato
digestorio, levando a inflamagao cronica, ruptura da barreira epitelial e danos intestinais. O
desenvolvimento de fistulas perianais ocorre em até 38% dos casos e os tratamentos atuais
estao associados a altos indices de recorréncia de fistulas, bem como a efeitos adversos. En-
saios clinicos utilizando células-tronco derivadas de tecido adiposo foram realizados visando
o tratamento das fistulas. Alguns desses estudos apresentaram resultados positivos, ou seja, os
pacientes mantiveram fechamento completo das fistulas, indicando que essa é uma abordagem
promissora. Entretanto, esse resultado nao é consistente em todos os estudos. Dessa maneira,

mais ensaios clinicos precisam ser realizados para melhor elucidagio do tema (TAVARES e
BARBOSA, 2018).

As células-tronco podem auxiliar também em transplantes de intestino. As taxas de sucesso
de transplantes de intestino sao relativamente baixas, principalmente devido a rejeicao pelo
sistema imune do hospedeiro. Nesse contexto, o uso de células do proprio paciente é uma
estratégia que tem o potencial de eliminar o problema das listas de espera para transplantes,
assim como a possibilidade de rejeicdo do orgao pelo organismo e a necessidade do uso de
imunossupressores. Um importante estudo que contribuiu para essa abordagem consistiu na
utilizacao de iPSCs de pacientes para criar células progenitoras epiteliais intestinais. Essas cé-
lulas foram usadas para repovoar um arcabougo descelularizado obtido a partir de intestinos
de ratos utilizados no experimento e essa estrutura foi enxertada novamente nos ratos. Os
resultados mostraram que as fungoes de regulagao da absorgao da glicose e de gorduras esta-
vam sendo, em algum grau, desempenhadas pelas células presentes na estrutura enxertada. O
resultado é relevante para a pesquisa, mas ainda é necessario melhorar essa fungao em estudos
posteriores para que a técnica desenvolvida possa ser usada em aplicagoes clinicas. Além disso,

€ preciso testar o uso em animais maiores e por periodos mais longos (KITANO et al., 2017).
ENDOCRINOLOGIA

Diabetes ainda nao tem cura, mas a terapia celular a tem deixado cada vez mais préoxima.
Terapias celulares para diabetes tipo 2 mostram otimos resultados em ensaios clinicos, prin-
cipalmente por agao imunomodulatéria. Estudos pré-clinicos em diabetes tipo | sao também
promissores, mas recriar células beta pancredticas em humanos tem se mostrado complexo
(SCHULZ et al.,2012). Os principais desafios sao dirigir a diferenciagao das células-tronco em

células beta maduras e, aps o transplante celular; impedir que elas sejam atacadas pelo sistema
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imune do hospedeiro. Um ensaio clinico em andamento aposta no uso de uma microcapsula

para proteger as células beta imaturas do sistema imune. Os pesquisadores esperam que o

ambiente guie a diferenciagao dessas células apds o transplante (WANG et al., 2015).

Figura 21. Fonte: www.canva.com

NEUROLOGIA E PSIQUIATRIA

Muitos dos resultados existentes associados ao uso de células-tronco para tratamento de
doengas do sistema nervoso sao baseados em tratamentos experimentais. Ou seja, sao ofere-
cidos gratuitamente a pacientes que se qualificam para os ensaios clinicos em que estas terapias

estao sendo rigorosamente avaliadas.

Entre as terapias experimentais que ja foram testadas em humanos, encontram-se as voltadas
para esclerose multipla, doenca de Parkinson, doenga de Alzheimer, acidente vascular cerebral,

lesdes cerebrais traumaticas, glioblastoma, paralisia cerebral e lesdes da medula espinhal, todas
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com resultados bastante positivos até o momento. Além da terapia celular, outro uso para as

células-tronco de pacientes com sindromes psiquiatricas ou neurologicas € o seu cultivo em

laboratério, possibilitando melhor compreensao dessas doengas que sao extremamente com-
plexas (SONG et al., 2018).

Figura 22. Fonte: www.canva.com

Um numero crescente de pesquisas investiga como células-tronco podem ajudar a entender,
e mesmo tratar, os transtornos do espectro autista. As terapias atuais tratam os sintomas,
mas nao atacam as causas do transtorno, e uma das razoes para isso € o fato de as causas
permanecem desconhecidas. Células-tronco tém um papel cada vez mais importante no
diagnostico, tratamento e compreensao das causas do autismo, e podem ajudar de diversas

maneiras.

Injegoes de células-tronco podem se tornar uma terapia para transtornos do espectro autista.
O uso tem sido intensamente investigado: muitos ensaios clinicos envolvendo diferentes tipos
de células-tronco (hematopoiéticas, mesenquimais e do sangue do cordao umbilical) ja foram
ou estao sendo conduzidos. Muitos ensaios ja foram realizados para verificar a seguranga do
tratamento. Alguns deles indicam que a terapia é segura e mostram algumas melhoras na ma-
nifestagao dos sintomas, mas sao estudos pequenos e, em sua maior parte, sem grupo controle.
O estudo mais recente realizado nessa area € um estudo duplo-cego, controlado por placebo,
com uma quantidade maior de pacientes. Os resultados do estudo nao foram muito anima-

dores: apesar de confirmarem que o uso de células-tronco do cordao umbilical para tratar
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autismo é seguro, nao apresentaram evidéncias de que essa abordagem é eficaz. Nao houve
diferengas significativas entre o grupo controle e o grupo que recebeu o tratamento sob in-
vestigagao. Porém, mais estudos ainda precisam ser realizados para investigar melhor a terapia.
Certamente esse estudo destaca a importancia sobre a cautela quanto ao uso de tratamentos
ainda nao comprovados (CHEZ et al,, 2018).

OFTALMOLOGIA

Lesoes em diferentes estruturas dos olhos podem levar a perda de visao. Doengas e traumas
podem afetar a coérnea, retina e o cristalino. As células-tronco podem regenerar ou substituir
células do olho afetadas por diferentes patologias. O olho humano possui varias reservas de
células-tronco, e uma possibilidade ¢ utilizar essas células que ja estao naturalmente presen-
tes a fim de reparar lesoes. Elas podem ser extraidas do paciente, cultivadas em laboratério
e re-implantadas ou simplesmente estimuladas a se regenerar no préprio olho. No entanto,
nem sempre as células do préprio paciente sao adequadas, ja que elas podem possuir a mesma
mutagao genética responsavel pela doenga a ser tratada. Células-tronco de doadores saudaveis
ou de embrides podem ser utilizadas nesses casos. Especificamente no caso da retina, é impos-
sivel obter células de doadores saudaveis sem lesionar gravemente a retina do proprio doador.
Por isso, existe grande expectativa de que tratamentos que utilizem células derivadas de iPSCs

abrirao novas possibilidades no campo de células-tronco e deficiéncia visual.

Figura 23. Fonte: www.canva.com
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Um estudo publicado na revista Nature Biotechnology relatou bons resultados de um ensaio
clinico com células-tronco embrionarias para tratamento de degeneragao macular umida: dois
pacientes, uma mulher na faixa dos 60 anos e um homem na faixa dos 80 anos, nao eram capa-
zes de ler antes do tratamento, mesmo usando 6culos. Depois da operagao, eles passaram a ler
entre 60 e 80 palavras por minuto com 6culos de leitura (DA CRUZ et al., 2018). Mais estudos
precisam ser realizados utilizando essa abordagem, mas o sucesso desse tratamento corrobora

a ideia de que esse tipo de tratamento podera comegar a ser utilizado na pratica clinica.

Um exemplo de utilizagao de tratamento oftalmologico com utilizagao de células derivadas a
partir de iPSCs € o ensaio clinico que foi aprovado no Japao para ser realizado na Universidade
de Osaka: a ideia é tratar pacientes com cegueira, decorrente de doenga ou lesao na cérnea,
por meio de transplante de células da cornea produzidas a partir iPSCs. A expectativa é de

que as células transplantadas continuem produzindo células da cérnea e, assim, contribuam
para a recuperacao da visao (CYRANOSKI, 2019).

COVID-19

Diversos estudos sugerem que as CTMs exercam seus efeitos protetores contra o novo
coronavirus, por meio de mecanismos indiretos e diretos. Indiretamente, elas podem influenciar
o papel da resposta imune do hospedeiro contra o patogeno, especialmente na coordenagao
dindmica dos elementos pré e anti-inflamatorios do sistema imunologico, ou por meio do
aumento da atividade dos fagocitos; e, diretamente, pela secregao de fatores antimicrobianos

e atuagao regenerativa.

Um estudo incluindo dez pacientes com diagnostico confirmado da covid-19 relatou melhora
significativa nos sintomas de todos os pacientes tratados com CTMs sem efeitos adversos.
Os pacientes foram acompanhados por 14 dias. Os resultados observados incluiram uma re-
dugao significativa da infiltragao toracica, reducao das citocinas pro-inflamatoérias, aumento da
expressao génica anti-inflamatoéria e de fatores troficos. Embora mais estudos incluindo mais
pacientes sejam necessarios, os dados publicados na literatura até agora sugerem que as CTMs
sao seguras e eficazes para o tratamento de pneumonia associada a covid-19 (CHOUDHERY
e HARRIS, 2020; MAZZEO e SANTQOS, 2020).
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Figura 24. Fonte: www.canva.com

ODONTOLOGIA

Atualmente, para a reabilitagdo de estruturas orais danificadas ou perdidas, sao usadas téc-
nicas nao biologicas como proteses e implantes. No entanto, nao ha duvida a respeito da
importancia que o uso de células-tronco tera no futuro da regeneragao e do transplante de
tecidos dentais, orais e craniofaciais. Muitos desses usos ja comegam a ser explorados em hu-
manos, ou estao cada vez mais préoximos disso. Diferentes tipos de células-tronco estao sendo
investigadas para uso na ortodontia, incluindo tanto células embrionarias como adultas. Dentre
as células-tronco adultas, as células mesenquimais (como as células da polpa dental) sao foco
intenso de pesquisas, visto que sao elas as responsaveis pela formagao de, praticamente, todas

as estruturas dentais, orais e craniofaciais (LIU et al., 2015).

Em caso de fissuras, a regeneragao do osso danificado é normalmente obtida por meio de
enxertos Osseos. Entre as possiveis fontes de material para enxerto encontram-se cadaveres

humanos (que tém baixa disponibilidade) ou coleta de tecido do proprio paciente (que pode
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resultar em sequelas permanentes, como cicatriz no local da extragao, dor cronica e altera-
¢oes posturais). Células-tronco podem vir a ser uma fonte segura e virtualmente ilimitada para
enxertos osseos. Como as células-tronco da polpa do dente de leite compartilham a mesma
origem tecidual que as células 6sseas da mandibula, elas parecem ser particularmente adequa-
das para regeneragao de defeitos alveolares ou orofaciais. O primeiro estudo controlado e
randomizado a investigar o uso de células-tronco na regeneragao ossea craniofacial em huma-
nos mostrou que a aplicagao de células no local leva a reconstrugao completa do osso alveolar,
com menor tempo de recuperagao e menor necessidade de um enxerto secundario, quando

comparado aos procedimentos tradicionais (KAIGLER et al.,2013).

Doengas que acometem a articulagao temporomandibular sao extremamente prevalentes. Efe-
tuar a regeneragao simultinea de osso e cartilagem, no entanto, € um grande desafio. Uma
solugao bem-sucedida é o uso de um sistema hidrogel com duas camadas: fatores de cresci-
mento condro-indutivos (fator de crescimento transformante-beta | ou TGF-bl) sao adicio-
nados a uma camada e fatores osteoindutivos (proteina morfogenética 6ssea 4 ou BMP-4) sao
adicionados a outra. Tanto utilizando arcabougos de biomateriais como suporte em testes in
vitro e in vivo, essa técnica possibilita a formagao simultanea de cartilagem hialina e de osso sub-
condral. Com o auxilio de tecnologia CAD-CAM, (tecnologia que permite escanear a arcada
do paciente, criar o projeto da protese e confecciona-la em questio de minutos) é possivel

gerar condilos artificiais idénticos aos naturais que foram substituidos (MEHROTRA, 201 3).

No Brasil, em 2015, um grupo da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
(USP) apresentou, em estudo pré-clinico em ratos, uma regeneragao completa do tecido pul-
par apos 28 dias da pulpectomia e inoculagao de células-tronco autélogas no local. Em 2017,
Nakashima e colaboradores realizaram o primeiro estudo clinico, com o objetivo de avaliar o
potencial regenerativo de células-tronco pulpares em tecidos pulpares acometidos por pulpite,
por meio de transplantes autologos. Neste estudo, cinco pacientes com diagnéstico de pulpite
irreversivel foram submetidos ao tratamento endodontico e posteriormente tratados com
células-tronco autdlogas, com acompanhamento de 24 semanas. As células-tronco pulpares
foram associadas a fatores SDF| (Fator | derivado de células do estroma) especificos em uma
estrutura de colageno, uma vez que, segundo os autores, a triade da Medicina Regenerativa
— composta por células progenitoras, fatores de crescimento/migragao e uma estrutura — é
essencial para o processo regenerativo “ideal” a acontecer. Apds quatro semanas, eles foram
capazes de verificar uma resposta regenerativa robusta, por meio do teste de polpa elétrica
(EPT). Com 24 semanas, por meio de ressonancia magnética e tomografia computadorizada,

puderam observar a presenca de tecido pulpar regenerado e formagao de dentina funcional.
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Figura 25. Fonte: www.canva.com

Ha muito fatores que limitam a extensao do movimento ortodontico, entre os quais podemos
destacar o envelope 6sseo, que é influenciado pela pressao exercida pelos tecidos moles
adjacentes, forgas neuromusculares e niveis de insercao periodontal. A movimentagao
ortodontica € realizada por meio da remodelagio do ligamento periodontal adjacente em
resposta a carga imposta por sua constricio na regiao influenciada pela agio de cargas
ortodonticas compressivas. Osteoclastos de células-tronco hematopoiéticas sao recrutados
para atuar diretamente no processo de remodelacao Ossea, acelerando a movimentagao
ortodontica.A influéncia da velocidade de movimentagao ortodontica, em relagao a expressao
do colageno tipo | pelas células-tronco do ligamento periodontal adjacente, foi demonstrada
com base em estudo realizado em ratos. Os autores observaram a supressao do coldgeno
tipo | local, pelas células-tronco do ligamento periodontal, durante a aplicagio da carga

ortodontica, e um aumento da expressao local apos a retirada dessa carga. O uso de células-
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tronco pode, entao, representar uma importante janela de oportunidade, para que o processo
de remodelagao oOssea, determinado pelas forgas ortodonticas aplicadas, acontega de forma

mais rapida e previsivel.

A reabsorgao radicular externa é uma complicagao que, frequentemente, resulta de tratamen-
tos ortodonticos e leva a perda de cemento e dentina radicular. O potencial cementogénico de
células-tronco do ligamento periodontal e do foliculo pericoronario foi investigado, conside-
rando que as células que formam o cemento sao derivadas dessas células-tronco. Os autores
observaram que as células-tronco do ligamento periodontal isoladas por digestao enzimatica
apresentam caracteristicas especiais para a cementogénese. Eles foram capazes de formar, in
vivo, um tecido semelhante ao cemento celular, contendo células positivas para osteocalcina.

As outras amostras, por outro lado, formaram materiais semelhantes a um cemento acelular.

Considerando que o defeito no cemento radicular deve ser regenerado a partir da deposi-
¢ao de novo cemento celular, o uso de células-tronco do ligamento periodontal, isoladas por
digestao enzimatica, pode constituir um caminho a ser seguido nas tentativas terapéuticas de

regeneragao nos casos de reabsorgao radicular externa.

9 POR QUE CRIOPRESERVAR CELULAS-TRONCO?

Como mencionado anteriormente, as células-tronco tém sido cada vez mais usadas na busca
de tratamentos para diversos tipos de doencas. A utilizagao de células-tronco embrionarias
pode nao ser tao simples devido a dilemas éticos e, além disso, esse tipo de células nunca pode
ser proveniente do paciente que recebera o tratamento, ou seja, com esse tipo de células, o
uso autologo nao € possivel. Em contrapartida, as CTAs podem ser coletadas, armazenadas e,
posteriormente, utilizadas como forma de terapia no proprio individuo doador. Uma grande
vantagem do transplante autologo € a diminuigao do risco de rejeicao pelo sistema imunologi-
co do paciente. Duas fontes interessantes de CTAs para esse fim sao as células-tronco extra-
idas dos dentes de leite (do inglés stem cells from human exfoliated deciduous teeth ou SHEDs)
e as ADSCs. As SHEDs sao uma populagao de células altamente proliferativas, capazes de se
diferenciarem em uma variedade de tipos de células, incluindo células neurais, adipocitos e
odontoblastos. Além de serem altamente acessiveis, elas sao capazes de fornecer células sufi-
cientes para uma aplicagao clinica potencial. Assim, os dentes deciduos podem ser uma fonte
muito interessante de células para terapia (MIURA et al., 2003). As ADSCs possuem um po-
tencial muito parecido com o das SHEDs, possuindo atividade progenitora para se diferenciar

em células de origem mesenquimal, como adipdcitos, midcitos, condrocitos e ostedcitos. Essas

MANUAL - AS CELULAS-TRONCO E A TERAPIA CELULAR COMO 38 ANADEM
PILARES FUNDAMENTAIS DA MEDICINA REGENERATIVA

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIREITO MEDICO € BIOETICA



células podem ser obtidas a partir do tecido adiposo subcutaneo, que é abundante e facil de se
obter, e seu acesso pode ser realizado repetidas vezes, fornecendo uma clara vantagem. A lipo-
aspiragao € um procedimento cirurgico comum que € seguro, e um grande numero de células
pode ser obtido com risco (CHENG et al., 201 1).

A criopreservagao das células-tronco adultas é de extrema importancia, pois proporciona o
seu armazenamento de forma segura e permite sua utilizagao imediata apds a expansao da
populagao celular. Além disso, quanto mais jovens as células-tronco, melhor sua plasticidade e
potencial, assim, quanto antes elas forem criopreservadas, melhor sera sua qualidade (AHMED
et al,, 2017). Nao podemos prever quando e como precisaremos das células-tronco, desta ma-

neira, a possibilidade de termos essas células armazenadas é uma sabia decisao.

10 FONTES DE CELULAS-TRONCO E METODOS DE
COLETA PARA ARMAZENAMENTO

Embora as CTMs possam, hipoteticamente, ser obtidas e isoladas a partir de quase qualquer
tecido do corpo humano, ha limitagoes praticas relacionadas a dificuldade, a invasividade do
processo de obtengao e as varias caracteristicas do doador. Para selecionar uma fonte de célu-
las adequadas, o médico ou o dentista deve considerar a dificuldade de se obter as amostras e
os potenciais efeitos adversos da coleta das células no doador.A obtengao de CTMs de medula
ossea, por exemplo, pode resultar em dor, sangramento ou infecgao, tornando a coleta dessa
fonte mais problematica do que a coleta de células de sangue periférico ou remanescentes
cirurgicos, como tecido adiposo; ou tecidos derivados do nascimento, como placenta e liquido

amniotico.

Atualmente, as mais comuns de CTMs sao: medula dssea, tecido adiposo, polpa dentaria, peri-
osteo, tecidos derivados do nascimento, sangue periférico, liquido sinovial, endométrio, pele e
musculo (BEREBICHEZ-FRIDMAN; MONTERO-OLVERA, 2018). Entretanto, dessas fontes, ha
trés que apresentam algumas vantagens: polpa dentaria, tecido adiposo e peridsteo.

A principal vantagem da obtengao de CTMs a partir de tecido adiposo é a conveniéncia, uma
vez que o tecido adiposo subcutaneo humano costuma ser abundante em todo o corpo e é
um subproduto de procedimentos cosméticos e terapéuticos de lipoaspiragao. Estima-se que,
aproximadamente, 100% das células obtidas desse tecido sao viaveis. Outrossim, as caracteris-
ticas morfoldgicas, fenotipicas e funcionais das ADSCs sao semelhantes as das CTMs obtidas

da medula ossea.
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Além de sua estabilidade em culturas de células de longo prazo,as ADSCs podem expandir-se
efetivamente in vitro, pois possuem alto potencial de diferenciagao em distintas linhagens ce-
lulares. Assim, o tecido adiposo representa uma fonte autdloga mais pratica de CTMs do que
a medula 6ssea. No entanto, um dos cuidados que devem ser tomados € em relagao a idade
do doador, uma vez que essa caracteristica pode afetar a expansao e diferenciagao das ADSCs,
particularmente em linhagens osteogénicas e condrogénicas, embora a adipogénica nao seja
afetada (BEREBICHEZ-FRIDMAN e MONTERO-OLVERA, 2018).

As CTMs obtidas a partir da polpa dentaria possuem caracteristicas fenotipicas semelhantes
as da medula 6ssea, como multipoténcia, capacidade de autorrenovagao e de regenerar o
complexo dentina-polpa. No geral, as CTMs derivadas da polpa dentaria sao faceis de crio-
preservar.As aplicagoes clinicas mais promissoras para essa fonte de células-tronco envolvem
a corregao de doengas metabdlicas e o tratamento de doengas hepaticas com altas taxas de
mortalidade, como cirrose e carcinoma hepatocelular. Essas células também tém sido utiliza-
das no campo da regeneragao 6ssea. Além do mais, quando elas sao cultivadas em hidrogéis,
podem diferenciar-se espontaneamente em fenétipos odontogénicos e osteogénicos (BERE-
BICHEZ-FRIDMAN e MONTERO-OLVERA, 2018).

As CTMs derivadas do peridsteo possuem um potencial osteogénico unico. Entretanto, apesar
dessas células possuirem diferenciagao osteogénica preferencial, também tém potencial adipo-
génico e condrogénico. A andlise qualitativa comparativa do potencial osteogénico de CTMs
de medula &ssea, células dsseas alveolares e células periosteais mostraram que essa Ultima
possui superioridade in vivo no aumento da regeneragao ossea. Além disso, a comparagao
histoldgica do osso neoformado, apds enxerto de medula dssea e periosteal em defeitos calva-
rios de ratos, mostrou que o enxerto de medula ossea induziu a formagao de osso esponjoso,

enquanto o periosteal produziu estrutura ossea cortical em defeito.

Verificou-se que, em condigoes normais, as CTMs da medula 6ssea sao mais osteogénicas do
que as células do periosteo. No entanto, as células periosteais tém capacidade proliferativa
mais rapida e sao mais sensiveis ao pré-tratamento, com algumas moléculas de sinalizagao
antes do transplante e, portanto, sio mais osteogénicas. As CTMs derivadas do periosteo
expandidas podem oferecer uma fonte valiosa para a engenharia de tecido 6sseo baseada em
células, reduzindo o volume necessario de enxerto 6sseo em 40%, permitindo procedimen-
tos menos traumaticos.Além disso, o processo de regeneragao ossea pode ser orientado de
forma desejada com base no uso de biomateriais semelhantes ao proprio periosteo, em com-
binagdo com uma construgao apropriada que imite a matriz extracelular do osso (EBRAHIMI
e BOTELHO, 2017).

MANUAL - AS CELULAS-TRONCO E A TERAPIA CELULAR COMO 40 ANADEM
PILARES FUNDAMENTAIS DA MEDICINA REGENERATIVA

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIREITO MEDICO € BIOETICA



Os procedimentos para a coleta e para o posterior armazenamento das CTMs obtidas a partir

de polpa dental, tecido adiposo e periosteo estao descritos a seguir:

COLETA DO DENTE DECIDUO OU TERCEIRO MOLAR

Primeiramente, o paciente deve passar por uma avaliagao clinica e radiografica, a fim de
identificar o dente a ser considerado para exodontia e, também, o melhor momento para
o agendamento da coleta. E importante que o dente deciduo possua 1/3 de volume de raiz
presente e que o permanente subjacente esteja com 2/3 de sua rizogénese completa. Assim,
garante-se que nao esta sendo caracterizada uma indicagao precoce para a exodontia do

elemento deciduo.

Para os dentes supranumerarios ou sisos, que possuem indicagdo para a exodontia, €
requisito a presenca de 1/3 de volume de raiz. E impeditivo o procedimento de odontosecgio,
garantindo-se, desta maneira, que a polpa dentaria apresente as condigoes adequadas, em
quantidade e qualidade, para a sua coleta e para o posterior isolamento/expansao das células

em laboratorio.

A coleta do dente deve ser realizada em data programada previamente, para que o dentista
responsavel pelo procedimento possa receber no hospital/na clinica um kit contendo uma
caixa térmica com trés frascos (tubos estéreis com fundo conico, sempre com um frasco
de reserva) preenchidos com solugao de transporte enriquecido e solugao antibiotica; um
folheto explicativo sobre o procedimento; e o lacre univoco para garantir o controle e a nao

violagao do material.

O procedimento de exodontia precisa seguir o protocolo técnico convencional, devendo o
dentista ater-se aos cuidados necessarios para inserir o elemento dental no tubo estéril com
fundo conico contendo o meio de cultivo, imediatamente apos a exodontia. O tubo deve,
entao, ser fechado e lacrado com um selo de identificagao do paciente por codigo de barras,

garantindo, desse modo, o controle da amostra e a identidade do paciente.

Cabe ao proprio Centro de Processamento Celular (CPC) o transporte do dente coletado,
desde a clinica, em condigoes adequadas, por meio de empresas especializadas e homologadas
para esse fim em todo o territério nacional. O procedimento de transporte deve ser realizado

dentro de um prazo de até 48h, a fim de garantir a maxima viabilidade do contetdo celular.
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do dente
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Figura 26. ilustragao de |/3 de raiz remanescente no dente

COLETA DO TECIDO ADIPOSO

Primeiramente, o paciente deve passar por exame de sorologia para verificagao de doengas in-
fectocontagiosas pré-existentes, segundo as exigéncias estabelecidas pela Anvisa. O resultado
positivo para quaisquer doengas nao inviabiliza o processo, mas é base para que sejam estabe-
lecidos processos de biosseguranca, de modo a controlar o risco de contaminagio cruzada. E
imprescindivel que o Alvara Sanitario especifico, para a finalidade a que se destina, do hospital

e/ou da clinica, esteja em periodo de vigéncia.

A coleta do tecido adiposo deve ser realizada em data programada previamente, para que o
médico responsavel pelo procedimento possa receber no hospital/na clinica um kit contendo
uma caixa térmica com trés frascos (tubos estéreis com fundo cénico, sempre com um frasco
de reserva) preenchidos com solugao de transporte enriquecido com solugao antibiotica; um
folheto explicativo sobre o procedimento; e o lacre univoco para garantir o controle e a nao
violagao do material. O procedimento de coleta do tecido adiposo deve seguir o protocolo
técnico convencional, devendo o profissional ater-se aos cuidados necessarios para inserir o

tecido adiposo no tubo estéril com fundo conico contendo a solugao de transporte, imediata-
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mente apos a retirada do tecido adiposo. O tubo deve, entao, ser fechado e lacrado com um
selo de identificagao do paciente por cédigo de barras, garantindo, desse modo, o controle da

amostra e a identidade do paciente.

Cabe ao proprio Centro de Processamento Celular (CPC) o transporte do dente coletado,
desde a clinica, em condi¢oes adequadas, por meio de empresas especializadas e homologadas
para esse fim em todo o territério nacional. O procedimento de transporte deve ser realiza-

do dentro de um prazo de até 48h,a fim de garantir a maxima viabilidade do conteudo celular.

Coleta com profissional

Coleta Tecido . = e cadastrado no CPC
Adiposo R e (Centro de Processamento
- = s Celular)

Figura 27. ilustragao do procedimento de coleta do tecido adiposo

COLETA DO PERIOSTEO DO PALATO

A descrigao do procedimento de coleta de tecido conjuntivo intra-oral, mais especificamente
do periosteo do palato, segue um protocolo técnico e minimamente invasivo. Apds a realiza-
¢ao de anestesia local, a coleta deve ser realizada por meio de um bisturi circular descartavel,
com 3mm de didmetro, nas proximidades da regido dos pré-molares superiores. E indicada
uma distancia de 3 a 4 mm da jungao amelocementaria dos dentes permanentes, minimizando

uma eventual hemorragia. Deve ser realizado um movimento rotacional durante a incisao do
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bisturi, tanto no sentido horario quanto no sentido anti-horario.Também é imprescindivel que
uma pressao seja exercida, até o contato com o tecido 6sseo palatino, para a retirada total
do peridsteo.Apos a remogao do bisturi circular, um descolador pode ser utilizado, ocasional-
mente, para gentilmente deslocar o tecido que permanece no local de incisao. Nao existe a
necessidade da realizagao de suturas neste procedimento e, eventualmente, em caso de algum

nivel de sangramento, uma breve compressao com gaze estéril € suficiente.

A coleta do peridsteo deve ser realizada em data programada previamente para que o dentista
responsavel pelo procedimento possa receber no hospital/na clinica um kit de coleta contendo
uma caixa térmica com trés frascos (tubos estéreis com fundo cénico, sempre com um frasco
de reserva) preenchidos com solugao de transporte enriquecido com solugao antibidtica; um
folheto explicativo sobre o procedimento; e o lacre univoco para garantir o controle e a nao
violagao do material. O profissional deve ater-se aos cuidados necessarios para inserir o tecido
conjuntivo intra-oral no tubo estéril com fundo cénico contendo o meio de cultivo, imedia-
tamente apos a coleta do tecido. O tubo deve, entao, ser fechado e lacrado com um selo de
identificagao do paciente por codigo de barras, garantindo, desse modo, o controle da amostra

e a identidade do paciente.

Cabe ao proprio Centro de Processamento Celular (CPC) o transporte do dente coletado,
desde a clinica, em condi¢oes adequadas, por meio de empresas especializadas e homologadas
para esse fim em todo o territorio nacional. O procedimento de transporte deve ser realizado

dentro de um prazo de até 48h, a fim de garantir a maxima viabilidade do conteudo celular.

Coleta com dentista
credenciado

Extragdo do
peridsteo

rio que tenhe uma distBncia de de 3 5 4 mm
ao amelocementinia dos dentes parmanenies

Figura 28. ilustragio de local para extragdo do peridsteo
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CONSIDERAGCOES FINAIS

As células-tronco vém sendo intensamente estudadas devido ao seu incrivel potencial de con-
tribuicdo para a Medicina e Odontologia Regenerativas. E inegével que estamos entrando em
uma era em que essa ferramenta mudara completamente as formas de terapias conhecidas
atualmente. Obter o melhor proveito possivel dessa tecnologia ¢, sem duvidas, fundamental.
Protocolos seguros e eficazes para armazenamento, preservagao e aplicagao dessas células
representam um trabalho importantissimo e constante. O Brasil possui um 6timo ambiente
com profissionais qualificados e aspectos regulatorios muito favoraveis ao aproveitamento de
todas as possibilidades associadas ao uso das células-tronco. Contudo, é imprescindivel que
os investimentos em pesquisa no Pais sejam incentivados para que possamos contribuir de
forma robusta para a construgao do conhecimento aplicado na area, entregando solugoes a

sociedade capazes de promover saude com seguranga, previsibilidade, eficacia e acessibilidade.
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