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editorial 1

A Biotecnologia tem vindo a contribuir decisivamente para
o desenvolvimento de varios setores de atividade, sendo a
Salide um dos setores no qual tem tido maior impacto. Sao
varias as aplicagdes da biotecnologia na satde, tais como a
produgdo de vacinas e antibiéticos, o desenvolvimento de
novas drogas, técnicas de diagnéstico molecular, terapias
regenerativas e o desenvolvimento da engenharia genética
para tratar doengas através de manipulacao genética. Exem-
plos relevantes de investigacdo na drea da Biotecnologia
para a Salde sdo a terapia celular e medicina regenerativa,
terapia génica e as medicinas baseadas em moléculas biol6-
gicas como a terapia com anticorpos.

A importancia da Biotecnologia na satde e o elevado niime-
ro de investigadores que, em Portugal, desenvolvem activi-
dades inovadoras e de elevada qualidade justificam plena-
mente que, na sequéncia dos nlimeros tematicos anteriores,
a SPBT publique um Boletim dedicado a Biotecnologia e ao
seu impacto na sadde.

Esperamos que este boletim, para além de evidenciar a di-
vulgacdo das actividades em Biotecnologia para a Satide em
Portugal, seja mais uma afirmagdo da exceléncia da inves-
tigacdo em Biotecnologia em Portugal e contribua para a
atracdo de jovens investigadores para esta area de conhe-
cimento.

José Teixeira
(Presidente da SPBT)

Contamos com todos para uma
SPBT dinamica e participativa
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Opiniao: novidades e obstaculos

no desenvolvimento de um

Jorge M. Santos
ECBio, Investigacao e Desenvolvimento em Biotecnologia S. A.
Rua Henrique Paiva Couceiro, 27, 2700-451 Amadora, Portugal

E-mail: miguel.santos@ecbio.com

A nova geragdo de Medicamentos para Terapias Avangadas
(Advanced Therapy Medicinal Products — ATMP) a base de
células somaticas (Somatic Cell Therapy Medicinal Product
- SCTMP) compreende biofarmacos consistindo de células
vivas e vidveis. As suas potencialidades tém gerado enormes
expectativas mas também muitas ddvidas e apreensao, dado
possuirem entidade genética. Talvez a abordagem inicial das
autoridades regulamentares, e refiro-me a Food and Drug
Administration e a European Medicines Agency (FDA-EMA
ATMP Harmonization Cluster, 2008), tentando forcar um en-
quadramento dos ATMP na regulamentagio existente para
os farmacos ditos “tradicionais”, derivados da sintese quimi-
ca, ndo tenha sido a mais indicada. Cedo se percebeu que
as questoes de seguranca (nivel de manipulagdo do tecido
de origem e das préprias células durante o processo de fa-
brico, relacionado com o fenétipo do produto), as nogdes
de farmacocinética, farmacodindmica, de uso homélogo ou
heter6logo, e mesmo a propria definicdo do produto (como
por exemplo identificagdo da substancia activa e definicao
de poténcia para um uso determinado) teriam que ser abor-
dadas numa perspectiva muito diferente da tradicional e
caso-a-caso. Esta abordagem esta hoje claramente patente
no Draft guideline on the risk-based approach according
to Annex 1, part IV of Directive 2001/83/EC, de 19 Janei-
ro 2012. Aqui, o método de abordagem para a construcdo
dos médulos 2 (Sumdrios de Abordagem), 3 (Qualidade) e 4
(Relatérios Nao-Clinicos) do Common Technical Document
(CTD), documento base para requerer autorizagdo para in-
trodugdo no mercado (Market Authorization - MA) para um
ATMP, propde-se ser uma andlise de mitigagao de risco. Nes-
te, o método consiste na identificagdo prévia dos riscos, e
respectivos factores de risco, inerentes ao desenvolvimento
e natureza de um determinado produto tendo em atengdo
acima de tudo a segurancga para o paciente. Esta nova abor-
dagem ndo devera ser encarada como menos exigente do
que a tradicional mas sim, como uma forma de “libertar”
os ATMP de estigmas prévios ndo aplicaveis, aumentando
a responsabilidade dos comités para as terapias avangadas
da EMA (Committee for Advanced Therapies — CAT, EMA).
Esta responsabilizagdo ndo veio, em minha opinido, facilitar
a vida aos promotores, como sejam as PMEs de base bio-
tecnoldgica, como a ECBio, pois a percepcao de risco dos
membros mais conservadores dos CAT pode representar uma
barreira dificil de ultrapassar. Fica também por isso, agora
claro, que a interac¢do dos promotores com as autoridades
regulamentares deve comecar cedo durante o processo de
desenvolvimento, sendo muito aconselhavel optar pela via
da certificagdo ATMP antes da apresentagdo do pedido de
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MA (Guideline on the minimum quality data for certification
of ATMP, 15 October 2010 EMA/CAT/486831/2008/corr,
2010).

Até agora na Europa apenas 1 ATMP, num total de 6 pedidos,
mereceu a MA (ChondroCelect da TiGenix, 2010) e ainda
que existam perto de 50 processos de certificagio ATMP
bem-sucedidos, nenhum deles teve origem em Portugal. Es-
tes ndmeros baixos ndo sdo no entanto de estranhar dado
o caracter inovador destes produtos, e a “inconstancia” re-
cente no ambiente regulamentar, aliados ao facto da maioria
destes projectos estar ainda nas maos de PMEs, de recursos
geralmente limitados. No entanto, e dado o papel relevante
que a industria biofarmacéutica podera vir a ter no desenvol-
vimento das economias, penso ser (til nesta altura identificar
alguns obstaculos mais idiossincraticos do nosso pais:

1- Existem ambiguidades e dispersdo na demarcagdo de
responsabilidades, pelos organismos que monitorizam as
boas praticas, de acordo com as directivas e decretos-lei
relacionados. Nomeadamente, a directiva 2004/23/CE do
parlamento Europeu e do Conselho de 31 de Margo de
2004, para o estabelecimento de normas de qualidade e
seguranga no que diz respeito a dadiva, colheita, andlise,
processamento, preservagdo, armazenamento e distribui-
¢do de tecidos e células de origem humana, transposta
para a Lei em vigor, n°12/2009, de 26 de Margo e nomeia
um organismo ja extinto, a Autoridade para os Servigos de
Sangue e da Transplantagdo (ASST), enquanto autoridade
competente para garantir préticas essenciais a colheita de
material biolégico para o desenvolvimento dum SCTMP.
Sabemos hoje que a ASST, sob a égide do Departamento
da Qualidade na Sadde da Direcdo-Geral da Sadde (DGS),
detém a responsabilidade de aprovar os bancos e centros
de recolha de tecidos e células para fins terapéuticos. No
entanto, o Instituto Portugués do Sangue e Transplantagao
(IPST), um organismo independente da DGS, chama a si a
missdo de garantir e regular, a nivel nacional, a atividade
da medicina transfusional e da transplantacao e garantir
a dadiva, colheita, andlise, processamento, preservagao,
armazenamento e distribuicdo de sangue humano, de
componentes sanguineos, de 6rgaos, tecidos e células de
origem humana. Segundo o que me permiti apurar, a con-
formidade com da Lei n°12/2009, relativa a colheita em
Portugal de 6rgaos, tecidos e células, de origem humana,
para fins de desenvolvimento dum SCMTP, é da DGS, mas
passa a ser da responsabilidade do IPST, caso as amostras
circulem de/para Portugal para/de outro estado-membro.
O IPST chama a si também a responsabilidade da farma-
covigilancia, tendo que ser reportado a este organismo
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qualquer incidéncia na manipulagdo e/ou administragdo
de amostras de tecidos ou células que ponham em risco a
salde publica ou a de um paciente especifico. Esta disper-
sdo de competéncias ndo sdo salutares para uma eficiente
programagao das linhas de desenvolvimento.

A organica de funcionamento de algumas das nossas ins-
tituigdes ndo é compativel com o desenvolvimento em
tempo Gtil de SCTMPs por PMEs. Numa drea tdo competi-
tiva com esta, em que os promotores de cariz privado tém
normalmente que correr contra o tempo, por razdes con-
correnciais (cientificas e outras), e/ou de timings impostos
por investidores, o ambiente institucional em Portugal esta
longe de ser o ideal. As comissdes de ética dentro dos hos-
pitais reGinem com intervalos de tempo demasiado prolon-
gados. No caso da recolha das amostras, e manutengao da
respectiva confidencialidade do dador, outras instituigdes,
como seja a Comissdo Nacional de Protec¢do de Dados
Pessoais (CNPDP), pode tardar 1 ano a dar um parecer.
Uma vez mais, e ainda a propésito da protecgdo de dados
pessoais, a organizagao interna das instituicdes prestado-
ras de cuidados de sadde, onde sdo colhidas as amostras
bioldgicas, ndo esta agilizada por forma a aplicar a Lei n°
12/2005, de 26 de Janeiro, relativa ao tratamento da infor-
macdo genética pessoal e informacgdo de salde. Segundo
a lei, a identidade do dador deve permanecer arquivada,
junto com o respectivo consentimento informado, sob o
cuidado do clinico responsavel pelo estudo na instituicdo
de prestadora de cuidados de satide. A amostra doada sai
da instituicdo de forma codificada, assegurando assim o
anonimato do dador.

O envolvimento das equipas médicas nos estudos em cur-
so revela duas formas distintas de encarar a investigacao
cientifica. A investigacdo cientifica em Portugal € feita na
maioria por biélogos ou farmacéuticos, ou profissionais
vindos de dreas académicas afins, tendo um cariz trans-
lacional reduzido. De facto, Portugal nos ultimos anos
tem vindo a destacar-se pela positiva em diversas dreas
cientificas, mas todas tendo como base a investigacdo
fundamental. Por outro lado, a investigacdo realizada por
clinicos, padece de resultados aplicaveis, e baseia-se prin-
cipalmente em ciéncia descritiva e observacional, fruto
da auséncia de tempo e meios que tém em Portugal os
clinicos de carreira. Para que isto acontega, tera que ser
ainda criada uma carreira de investigagao clinica alician-
te e apetecivel para os praticantes de medicina que sdo
formados numa sociedade onde o seu reconhecimento
estd ainda muito restringido a sua relagao directa com o
doente. Centros de Investigacdo Clinica, como seja, por
exemplo, o recentemente criado CIC, associado ao IMM/
FMUL, poderao servir de interface entre investigadores e
clinicos, criando ao mesmo tempo estruturas dedicadas
que facilitem a organizagdo e monitorizagdo dos ensaios
clinicos. O ideal no futuro, seria estes centros tornarem-se
incubadoras de verdadeiros investigadores clinicos preen-
chendo a lacuna de MD-PhDs ainda existente no nossos
pais, ac¢ao fundamental para promover em Portugal a
translacao bench-to-bedside.

O envolvimento das equipas médicas nos estudos em
curso revela alguma falta de cultura de cooperagao com
PME’s nacionais. A investigacdo cientifica em Portugal é
realizada, na sua grande maioria, em ambiente académi-
co. As empresas privadas ndo sdo ainda vistas como de-
tentoras de condigoes e cultura cientificas. A cultura eco-

s

némica esta demasiadamente virada para os servigos, e a
inovacdo na area da biofarmacéutica é ainda vista como
algo que se faz “Ia fora”. A cooperagdo com o sector pri-
vado fora da Big Pharma sofre muitas vezes de descrimina-
¢do negativa, gerando em muitos meios, incluindo o das
comunidades médicas, um sentimento de desconfianca.

O desenvolvimento de terapias celulares nao € ainda, ge-
nericamente visto pelos clinicos, como uma verdadeira
alternativa. As especificidades da industria biofarmacéuti-
ca, sem tradicdo em Portugal, ndo sdo ainda reconhecidas
pela generalidade da comunidade médica, e mesmo os
hospitais universitarios em Portugal ndo estdo logistica-
mente preparados para produzir um produto celular para
administragdo clinica, que exija manipulagdo em salas
limpas devidamente certificadas para boas praticas de fa-
brico (GMP para terapias celulares).

Estaremos preparados para avangar com a obtencao de
provas de conceito ao abrigo da isencdo hospitalar? Dado
o processo sinuoso, prolongado, e carenciado de eleva-
do investimento financeiro, que envolve a promogao dum
ensaio clinico, o desenvolvimento e credibilizagdo dos
SCTMPs passard certamente pela sua aplicagdo inicial ao
abrigo da isencdo hospitalar. A isencao hospitalar, na area
biofarmacéutica, trata-se da aplicacao clinica dum ATMP,
tal como definido na Regulamentagdo Europeia (EC) NO
1394/2007. Este foi criado numa base de ndo-rotina (a de-
finicdo das fronteiras da rotina tém gerado ampla discus-
sdo) e de acordo com critérios de qualidade, especificos
para um determinado estado-membro da UE, adminis-
trado dentro desse mesmo estado-membro, em ambien-
te hospitalar, e sob a égide e responsabilidade exclusiva
dum clinico, que prescreve o ATMP concebido a medida
para um determinado paciente. Os requisitos de rastrea-
bilidade e farmacovigilancia neste processo, assim como
os critérios da qualidade, sdo equivalentes aos definidos
pela CE no que respeita aos ATMPs. Abre-se assim a porta
para que, no ambito duma colaboragao entre uma equipa
clinica e um promotor de desenvolvimento dum SCTMP,
apés aprovacio pelo INFARMED e Comissdo de Ftica e
Conselho de Administragdo do hospital, se efectuem as
provas-de-conceito necessarias para ultrapassar as muitas
barreiras que ainda enfrentam estas novas terapias. Em
Portugal, se ultrapassarmos alguns dos pontos anterior-
mente listados, seguramente seremos tdo bons como os
restantes promotores de novas terapias de nivel interna-
cional.

Nota: o texto acima é da exclusiva responsabilidade do autor,
ndo refletindo por isso, a posicao de qualquer uma das insti-
tuicbes mencionadas.
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Células estaminais do sangue do cordao

umbilical:

Gongalo J. M. Cabrita, Jorge M. C. M. Pereira, Perpétua M. N. P. Formosinho

Bioteca - Preservacdo de Células Estaminais, S.A.

P6lo Tecnoldgico de Lisboa, Estrada do Pago do Lumiar, Lote 1,1600-546 Lisboa

E-mail: pformosinho@bioteca.pt

Resumo

A criopreservagdo do sangue do corddo umbilical (SCU) é ainda um tema envolvido em discursos polémicos, contraditérios e
na maior parte das vezes pouco claros e esclarecedores, quer para a comunidade dos profissionais de salide, quer para a socie-
dade em geral. Neste artigo propomos um esclarecimento acerca de algumas ideias pré-concebidas sobre este tema.

O conceito que o SCU actualmente ainda nao é, ou é pouco
utilizado no tratamento de doencas, é errado. Isto mostra
desconhecimento dos dados disponiveis que revelam ha
mais de 25 anos o uso do SCU na area dos transplantes como
fonte de células estaminais (CE) hematopoiéticas para a te-
rapia de doencas trataveis com transplante de medula 6ssea,
tais como leucemia e outros cancros, outras doencas do foro
sanguineo, doengas metabdlicas e doencas do sistema imu-
nitario, tendo j4 sido efectuados mais de 25.000 transplantes
[1, 2]. Os dados relativos aos transplantes hematopoiéticos
realizados apenas na Europa no ano 2011, publicados pelo
European Group for Bone Marrow Transplantation (EBMT),
listam 833 transplantes com SCU [3]. A importancia e in-
teresse médico nesta area sdo corroborados pelos mais de
20000 artigos cientificos publicados nesta area [4].

O conceito que o SCU nao possui um nimero de células
suficiente para o tratamento ser eficaz, nomeadamente em
adultos, é errado. Tendo em conta, por um lado, 6.276 trans-
plantes de SCU efectuados em adultos e 4.812 efectuados
em criangas, citados pela Fundacdo NetCord [5], e por outro
lado, as varias estratégias que tém vindo a ser desenvolvidas,
como o uso de duas unidades de SCU, a expansao celular, e
mais recentemente a co-infusdo de outros tipos de CE, como
por exemplo as células mesenquimais [6-9], o uso de SCU
em adultos é cada vez mais uma realidade.

O conceito que as células do SCU nunca poderao ser uti-
lizadas para o tratamento do préprio dador, uma vez que
ja contém a doenca, é errado. Sio realizados todos os anos
milhares de transplantes autélogos usando CE provenientes
de sangue periférico, medula éssea ou mesmo de SCU [10].
Sdo exemplo das doengas descritas: linfomas de Hodgkin e
ndo-Hodgkin, anemia severa aplésica, mieloma, sarcoma de
Ewing, neuroblastoma, tumores cerebrais e outros tumores
solidos [11-13]. Apesar de existirem dados publicados [14]
que descrevem o tratamento com CE para leucemias desen-
volvidas no primeiro ano de vida do bebé com resultados se-
melhantes quer para tratamento autélogo quer para alogéni-
co, mantém-se ndo indicada a partida a utilizagdo aut6loga,
assumindo-se os mesmos critérios aplicaveis as doengas ge-

Boletim de Biotecnologia .

néticas [15-17]. Contudo, quando este tipo de doencga ocorre
numa fase mais tardia, as CE do SCU do dador podem ser
uma alternativa preferivel as suas células adultas, dado que
nestas Gltimas existe o risco da existéncia de células tumorais
residuais que podem levar a recidiva da doenga. Além disso,
nos casos em que as CE ndo podem ser utilizadas em contex-
to autdlogo, a utilizagdo em contexto familiar (células de um
irm3o) aparece como a seguinte melhor opgdo, justificando-
se a criopreservagdo aquando do nascimento de cada filho.
Mesmo quando poderdo existir j& células pré-leucémicas no
recém-nascido, devem efectuar-se testes para detecgdo destas
células no SCU e ndo pressupor a sua presenca, descartando
a utilizacao da unidade de SCU [18]. De acordo com o EBMT,
do total dos transplantes realizados em 2011 (medula éssea,
sangue periférico, SCU) nas 651 unidades de aplicagao euro-
peias, 58% foram transplantes aut6logos e 42% transplantes
alogénicos ndo relacionados [3], tendo sido registados 52
transplantes familiares com SCU. Além disso, também estdo
descritos casos de utilizagdo autdloga de SCU provenientes
de bancos familiares, em tratamentos de neuroblastoma [12],
anemia apldsica [11, 13, 19], leucemia linfobldstica aguda
[18] e mais recentemente paralisia cerebral [19].

O conceito que a probabilidade de utilizacio do SCU para
uso autélogo é infima, é errado. Muitos dos valores nor-
malmente citados para esta probabilidade ndo apresentam
qualquer estudo fundamentado, tratando-se de meras opini-
oes. As estimativas devem ter em conta factores tais como, a
incidéncia da doenca, a taxa de necessidade de transplan-
te e a probabilidade de encontrar um dador compativel. O
estudo mais recente, baseado no nimero e frequéncia dos
transplantes, na taxa de ocorréncia das doengas e em dados
demograficos, confirma que a probabilidade é baixa, esti-
mando que ao longo da vida a probabilidade de um indivi-
duo precisar de um tratamento com CE é de cerca de 1:200 e
para um transplante autélogo cerca de 1:400. Nos primeiros
20 anos de vida, as hipéteses de uma pessoa vir a necessitar
de um transplante autélogo sdo cerca de 1:5000 [20]. Estas
estimativas contabilizam apenas as doengas para as quais
0 SCU ja é utilizado em contexto hematopoiético, ndo in-



cluindo os resultados obtidos em estudos experimentais de
utilizagdo do SCU em contexto autélogo no tratamento de
doencas como a diabetes de tipo 1 ou lesdes cerebrais. F de
relembrar que a existéncia dos bancos familiares é relativa-
mente recente, sendo que a maioria dos individuos ndo tem
o seu SCU armazenado, pelo que as estimativas disponiveis
estdo condicionadas a este facto. Por outro lado, convém re-
cordar que, tal como ja mencionado acima, cerca de 58%
dos transplantes hematopoiéticos efectuados na Europa em
2011 foram aut6logos, o que indicia uma clara aplicabili-
dade deste tipo de transplantes. O facto da indicagdo mais
frequente deste tipo de tratamento ser para mieloma mdltiplo
e linfoma ndo-Hodgkin [10] indicia que os doentes serdo ti-
picamente adultos, o que implica que o SCU ainda ndo teve
tempo para poder demonstrar a sua aplicabilidade, embora
este quadro possa vir a alterar-se no futuro.

O conceito que nunca sdo utilizadas unidades provenien-
tes de bancos familiares, é errado. O sucesso dos primeiros
transplantes com SCU levou a criagdo de bancos para pro-
cessamento e armazenamento das unidades de SCU, poden-
do os mesmos serem publicos (as unidades sdo doadas para
uso em doentes ndo relacionados) ou familiares (as unidades
sdo armazenadas para uso familiar). Os bancos publicos,
para os quais o dador ndo efectua qualquer tipo de paga-
mento, armazenam unidades tendo em conta determinadas
caracteristicas, tais como drea geografica ou perfis de his-
tocompatibilidade menos frequentes, sendo suportados por
fundos estatais e pelo pagamento da distribuicdo das suas
unidades para transplante. Nos bancos familiares, os pais sdo
proprietdrios das unidades armazenadas, efectuando o paga-
mento do servico correspondendo a um montante pago no
inicio do mesmo. Serd sempre a equipa médica que acompa-
nha a familia a avaliar e determinar, em caso de doenca, se
o uso das CE do SCU seré o tratamento mais adequado, uma
vez que tém de ser pesados varios factores que influenciam
a decisdo de efectuar o transplante. Deve ser realgado que
nos bancos familiares, tal como o nome indica, ndo se arma-
zena exclusivamente com indicagdo de utilizagdo no pro-
prio mas sim e até com maior probabilidade para utilizagdo
entre membros da familia, especialmente irmaos. Diferentes
estudos salientam que o transplante relacionado, associado
ao baixo risco de incidéncia da doenga do enxerto contra o
hospedeiro, oferece uma boa probabilidade de sucesso, pela
reducido quer de complicagbes relacionadas com o trans-
plante, quer da taxa de mortalidade [21]. Os dados de 2008
do maior banco familiar dos EUA revelam a disponibilizagdo
de 61 unidades de SCU [22]. Thornley et al., apresentam em
2009 a utilizagao de unidades provenientes de bancos fami-
liares, tendo sido usadas 9 em transplantes autélogos e 41
em transplantes alogénicos [23]. Dados mais actuais dos 2
maiores bancos familiares nos EUA, revelam a disponibiliza-
¢do de 201 unidades de SCU entre 1993 e 2012 (134 para
uso autélogo, 67 para uso relacionado — 66 em irmaos e 1
na mae) [24] e 250 unidades de SCU entre 1996 e 2012 (99
para uso autélogo, 151 em irmdos) [25].

O conceito que os bancos familiares funcionam a margem
da legislacao aplicavel para esta actividade, é errado. Em
Portugal a Lei 12/2009 de 26 de Margo regulamenta a activi-

dade dos bancos de SCU, existindo uma autoridade compe-
tente que fiscaliza e controla a qualidade de todo o proces-
so, quer nas entidades publicas, quer nas privadas, repartida
entre o Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagdo
(IPST) e a Direccdo Geral da Saide (DGS). A Bioteca esta
autorizada pelo Ministério da Satde (DGS).

O conceito que os parametros de qualidade nos bancos fa-
miliares sdo inferiores aos dos bancos piblicos, é errado.
Na Bioteca, sdo definidos critérios de aceitagdo/rejeicao das
unidades de SCU, tais como volume de sangue, condicdes
de transporte desde as unidades de colheita até ao banco,
integridade dos contentores de transporte, identificacao,
etapas de processamento, contaminagdo microbiolégica e
contagem de células. Também é efectuado o processo de se-
lecgdo e acompanhamento de dador baseado na avaliagdo
de antecedentes familiares para minimizar o risco de trans-
missdo de doencas infecciosas. Toda esta informacdo esta
disponivel no processo de criopreservagao (incluindo doen-
cas hereditarias), aquando da disponibilizagdo da unidade a
Unidade de Transplante. Além disso, também é assegurado
o consentimento informado por parte da mae relativo ao
processo. F da responsabilidade dos profissionais de satde e
dos bancos de SCU prestar uma informacao clara, fidedigna
e inequivoca aos Pais acerca das vantagens e desvantagens
associadas a cada tipo de servico, incluindo as questdes do
foro cientifico, legal e ético e as aplicagdes terapéuticas ac-
tuais e futuras, como estipulado legalmente.

O conceito que nao é viavel a coexisténcia de bancos pi-
blicos e bancos familiares, é errado. A maioria das posi¢oes
contra os bancos familiares resulta de dados infundados, de-
sactualizados, equivocos e desconhecimento da literatura.
Os bancos familiares e pdblicos podem coexistir, cada um
com a sua fungdo, pois existem unidades de SCU que podem
ser utilizadas em cada contexto, incluindo para investigacao.
Para todos os doentes sem um dador compativel na familia
tem de existir uma alternativa, podendo decidir-se qual a me-
lhor escolha no momento em que existir essa necessidade:
dadores nao relacionados, com uma probabilidade <0,01%
de se encontrar um dador compativel ou o SCU armazenado
com 100% de auto compatibilidade. Os dados disponiveis
relativos aos registos de dadores a nivel internacional indi-
cam a necessidade continua de alternativas a dadores quan-
do ndo sdo encontrados compativeis (aproximadamente 1/3
dos doentes) [1]. Assim, o SCU surge como uma alternativa
na area dos transplantes. A limitagcdo do armazenamento em
contexto familiar apenas a casos em que é conhecida uma si-
tuagdo clinica na familia (por exemplo cancro ou doenca ge-
nética) onde € indicado o transplante ndo da resposta a todos
os casos sem dador compativel disponivel. Por outro lado,
os bancos piblicos apenas pretendem armazenar menos de
1% do SCU de um dado pais [26], pelo que os restantes 99%
serdo descartados se ndo forem armazenados num banco fa-
miliar. O conceito de que os bancos familiares geram acesso
desigual da populacdo ao servigo, tendo em conta as suas
condigdes econdémicas e sociais, levanta a questdo se existe
lugar para a medicina privada. No entanto, na area da sad-
de existem muitos servicos privados aos quais s6 tem acesso
uma faixa especifica da sociedade.
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O conceito que nao existem estudos que indiquem que é
seguro armazenar o SCU por um longo periodo de tempo,
é errado. Além dos estudos da criobiologia celular em geral,
a viabilidade do armazenamento é apoiada em estudos com
unidades de SCU descongeladas com 10 anos de criopreser-
vacao [22], 15 anos [27, 28] e 23 anos [29].

Conclusao

Podemos afirmar que o SCU disponivel na placenta apds o
nascimento de um recém-nascido (normalmente descartado
como residuo biolégico) tem um valor terapéutico inques-
tionavel, sendo uma das fontes de CE (progenitores hemato-
poiéticos) util no tratamento de varias doengas. De acordo
com a evolugdo nesta drea e tendo em conta os casos de
sucesso de utilizacdo de SCU em transplantes com unida-
des armazenadas em bancos familiares, quer em contexto
autélogo, quer em contexto familiar e a possibilidade de
aplicagdes futuras em novas dreas terapéuticas com estudos
promissores para aplicagdo autéloga, nomeadamente na me-
dicina regenerativa, Diabetes tipo I, Paralisia cerebral [30],
consideramos existirem razdes suficientes para a existéncia
e continuidade de bancos de SCU de contexto familiar, tal
como a Bioteca.
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Introducao

As doencas cardiovasculares continuam a ser a principal
causa de morte em Portugal. Entre estas patologias, a mas co-
mum € a aterosclerose, um espessamento da parede arterial
devido a formagao de placa. As complicagbes causadas por
esta doenga, devidas a oclusdo parcial ou total do vaso afec-
tado, bem como lesdes no limen que poderdo originar um
trombo, obrigam ao recurso a meios cirdrgicos para resta-
belecer o fluxo sanguineo através de uma cirurgia de bypass,
preferencialmente usando um vaso aut6logo. Quando estes
vasos ndo estdo disponiveis, devido a progressao natural da
doenca ou cirurgias de colheita anteriores, a alternativa pas-
sa, geralmente, pelo uso de préteses vasculares heterélogas
ou sintéticas.

As préteses heterélogas, de origem humana ou animal, ofe-
recem, teoricamente, todas as condigdes para constituirem
uma alternativa viavel as préteses autélogas. Estdo pronta-
mente disponiveis, com dimensdes e caracteristicas meca-
nicas e de manuseio apropriadas, bem como paténcia, em
tudo semelhante as préteses autélogas. Contudo, os ensaios
clinicos ndo tém correspondido as expectativas. A principal
razdo para esta falta de sucesso prende-se com perda de via-
bilidade associada a degeneracdo do tecido.

A alternativa actual as proteses de origem biolégica sdo as
sintéticas ndo degradaveis. Estas proteses vasculares permi-
tem salvar milhares de vidas e evitam a amputagdo de mem-
bros, quando a colheita de vasos autélogos ndo é possivel.
Contudo, na sua forma actual, estas préteses tém algumas
limitagdes. Em particular, a utilizagdo de préteses com di-
ametro interno inferior a 6 mm resulta em oclusdo, devido
ao caracter trombogénico e deficiente complacéncia dos
materiais, que por sua vez provoca hiperplasia. Nesse senti-
do, muito trabalho de investigagao tem vindo a ser realizado
no sentido de melhorar as préteses actualmente disponiveis
bem como no desenvolvimento de novos materiais e solu-
¢oes. Uma proétese vascular deverd necessariamente reunir
um conjunto de caracteristicas inerentes as préteses autélo-
gas: biocompatibilidade, nomeadamente hemocompatibili-
dade, e propriedades mecanicas adequadas e semelhantes as
dos vasos nativos. A hemocompatibilidade esta relacionada
com a interacgdo material/sangue e o despoletar da coagu-
lagdo, trombose ou lise das células sanguineas, bem como
baixo risco de infeccdo ou indugdo de uma resposta imune.
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Proteses Nao Degradaveis

Actualmente, as préteses vasculares sintéticas sdo feitas a
partir de polietileno de tereftalato (PET) e de politetrafluoroe-
tileno expandido (ePTFE). Para além destes, outros materiais
tém vindo a ser estudados com o propésito de desenvolver
uma prétese ndo-degradavel de baixo calibre.

O PET - conhecido pelo nome comercial Dacron® - e o ePTFE
sdo inertes e bio-estaveis; contudo, quando em contacto com
0 sangue activam a via intrinseca de coagulagao originando
a formagao de um codgulo. Este efeito, mais significativo em
vasos de baixo calibre e fluxo (<bmm), deve-se a adsorcao
de proteinas a superficie do material [1, 2]. Varias aborda-
gens, entre os quais impregnacdo com moléculas bioactivas
[3, 4] bem como modificagdes de superficie [5, 6], foram tes-
tadas para melhorar a hemocompatibilidade, promovendo a
adesdo de células endoteliais.

O poliuretano (PU), o alcool de polivinilo (PVA) e a celulose
bacteriana (CB) sdo outros polimeros que tém vindo a ser
estudados no sentido de criar préteses vasculares. Estes trés
materiais apresentam boa biocompatibilidade, e em particu-
lar hemocompatibilidade, bem como propriedades mecéani-
cas e hidrofilicidade adequadas, em particular no caso do
PVA e CB, que formam hidrogéis.

As préteses de PU demonstraram ja bom desempenho in
vivo, com uma rdpida endotelizagdo da face luminal, im-
portante para assegurar paténcia a longo prazo [7]. Foram
também estudadas combinages de PU com outros polime-
ros de forma a melhorar a adesao e proliferagdo celular no
interior do material. De forma semelhante, o PVA tem sido
estudado principalmente em compésitos com polimeros na-
turais e sintéticos, de forma a melhorar as suas propriedades
mecanicas bem como promover a adesdo e proliferagdo de
células endoteliais [8]. No entanto, poucos estudos demons-
tram a viabilidade de uma prétese de PVA sem adicdo de
outro componente.

De particular interesse no desenvolvimento de préteses nao-
degradaveis é a CB (Fig. 1), por ser um polimero natural que,
como referido acima, tem propriedades de bio- e hemocom-
patibilidade bem como mecanicas e morfolégicas muito
interessantes. Estas propriedades tém sido bem demonstra-
das por varios grupos, entre os quais o FUNCARB - grupo
de investigacdo em nanobiotecnologia da Universidade do
Minho - tem realizado o estudo mais exaustivo nesta area
[9-12]. A CB tem sido objecto de estudo hd muitos anos na
area biomédica, principalmente como cobertura para fe-
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ridas e no tratamento de queimaduras [13]. Como prétese
vascular a CB mostra algum potencial, havendo estudos que
demonstram paténcia até 3 meses, em ratos, com formacao
de neo-intima [14]. No entanto, a informacao acerca de en-
saios in vivo € limitada e mais estudos serdo necessdrios para
demonstrar o potencial do material. De forma a melhorar a
adesdo celular, melhorando a paténcia a longo prazo, ja fo-
ram realizadas modificagdes e funcionalizagdo da superficie
da CB mostrando resultados promissores.

Cumy  sases e S B

Figura 1 — Membrana de celulose bacteriana (topo) produzida em cultura
estatica e protese do mesmo material implantada na artéria femoral (baixo
esquerda) do porco; detalhe em MEV da superficie de celulose com células
de G. xylinus na superficie.

Independentemente do polimero utilizado, é consensual a
necessidade de melhorar a adesdo de células endoteliais a
superficie luminal. A modificacdo da superficie ou impreg-
nagdo parece ser o caminho mais seguro para assegurar uma
endotelizagdo rapida e confluente, o que ird afectar positi-
vamente a hemocompatibilidade e paténcia a longo prazo
das préteses.

Proteses Degradaveis

Uma grande parte do esforgo de investigacao actual dirige-se
no sentido do desenvolver préteses por técnicas de engenha-
ria de tecidos. Os polimeros funcionam como uma estrutu-
ra de suporte (scaffold) que permite a adesdo e proliferagdo
celular. O desenvolvimento celular acabara por degradar o
scaffold e originar um vaso estruturalmente idéntico ao vaso
nativo. Vdrios tém sido os polimeros estudados neste sentido
entre os quais constituintes da matriz extracelular nativa (co-
lagénio e elastina), polimeros bioldgicos (seda) e sintéticos
(policaprolactona).

Colagénio e elastina, como foi referido, sdo constituintes da
matriz extracelular nativa, o primeiro conferindo estrutura
e rigidez e o segundo elasticidade e flexibilidade. Através
da combinagdo dos dois materiais procura-se evitar a acti-
vidade trombogénica do colagénio e assegurar a actividade
regulatéria da elastina sobre as células de musculo liso e ao
mesmo tempo conferindo elasticidade aos scaffolds [15, 16].

No entanto, o custo associado ao isolamento de elastina e os
métodos de reticulagdo do colagénio, que envolvem o uso
de agentes quimicos nocivos, sdo obstaculos ainda ndo ultra-
passados. Para além disto, a grande maioria das abordagens
em estudo envolvem a colonizagao celular dos scaffolds an-
tes da implantagdo in vivo o que implica custos elevados e
um processo longo e complexo..

A seda é um promissor polimero natural, biodegradavel,
biocompativel, possui boas propriedades mecanicas e muito
baixa imunogenicidade. Demonstra uma muito boa adesdo
e proliferacao celular que, inclusive, ja foi melhorada usan-
do técnicas de biotecnologia, através de modificagdo da se-
quéncia de aminodcidos [16]. As técnicas de producdo dos
scaffolds de seda obrigam a que se proceda a uma imperme-
abilizagdo como forma de controlar as propriedades mecani-
cas e porosidade[17]. Os estudos realizados até o momento
tém demonstrado boa paténcia a longo prazo em vasos de
pequeno didmetro, em grande parte devido a rapida endote-
lizagdo luminal.

A policaprolactona (PCL) é um polimero sintético, biocom-
pativel e biodegradavel. Préteses vasculares de PCL podem
ser produzidas por electrospinning com porosidades e espes-
suras variaveis, tendo ja sido demonstrada a sua boa endo-
telizagdo (Fig 2). Alguns estudos tém, no entanto, mostrado
que as propriedades mecdnicas ndo sdo as mais adequadas
sendo causa de hiperplasia intimal e calcificagdo das pro-
teses a longo prazo [18]. As combinagdes de PCL e outros
polimeros (como colagénio e elastina) bem como funciona-
lizacdo da superficie ttm melhorado o desempenho in vivo
das préteses e continuados estudos poderdo fazer o PCL uma
alternativa viavel [18].

Figura 2 — Caracterizagdo de um scaffold de policaprolactona (A) préteses
antes de ser implantada, (B) prétese imediatamente apds implantagdo e (C)
Prétese tratada com heparina 4 semanas ap6s implantagdo. Seta sinaliza mi-
crovasos na parede da prétese. (D-F) Cortes longitudinais da préteses marca-
das com eosina e hematoxilina até 4 semanas de implantacdo (F). Setas em D
indicam a formagao de trombo. (Adaptado deBiomaterials, 33(32), Yu et al,
The effect of stromal cell-derived factor-1alpha/heparin coating of biodegrada-
ble vascular grafts on the recruitment of both endothelial and smooth muscle
progenitor cells for accelerated regeneration, 8062-74, Copyright 2012, with
permission from Elsevier)
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A procura incansavel do Homem por uma melhor qualidade
e uma maior esperanca média de vida, tem despoletado a
necessidade de encontrar alternativas para o tratamento de
tecidos destruidos por acidentes ou doengas. A Engenharia
de Tecidos que é uma ciéncia interdisciplinar que aplica
conhecimentos de diferentes areas como sejam a Biologia,
Engenharia e Medicina tem procurado desenvolver novos
suportes tridimensionais (3D) capazes de guiar as células e
desta forma permitir a regeneragdo ou criagdo de tecidos ou
orgdos completamente funcionais. A produgdo de suportes
bioactivos constitui um desafio para a comunidade cientifi-
ca, ndo s6 em termos de métodos de concepgdo, mas tam-
bém na seleccdo de materiais, naturais ou sintéticos, de for-
ma a evitar problemas de disponibilidade ou de ética.

O grupo de investigagdo em Biotecnologia e Ciéncias Bio-
moleculares: Biomateriais e Engenharia de Tecidos do Centro
de Investigagdo em Ciéncias da Saide da Universidade da
Beira Interior (CICS-UBI) tem vindo a desenvolver, ao longo
dos dltimos anos, hidrogéis, estruturas 3D (scaffolds) e vei-
culos a nanoescala que, futuramente, possam ser usados em
diferentes areas da Medicina regenerativa.

Os hidrogéis sdo caraterizados por possuirem uma rede po-
limérica altamente hidrofilica com uma estrutura 3D porosa
muito semelhante a matriz extracelular. Estas caracteristicas
estruturais possibilitam a internalizacdo e proliferacdo das
células no seu interior, a difusdo de gases, nutrientes e re-
siduos. Recentemente tém sido desenvolvidos e caracteri-
zados novos hidrogéis que respondem a estimulos externos
(como sejam o pH, fotoativagdo, temperatura, etc) para se-
rem aplicados na drea de engenharia de tecidos.

A ocorréncia de uma lesdo cutanea constitui um aconteci-
mento traumdtico que leva muitas vezes ao aumento da per-
da de fluidos, infeccdo, a formacdo de cicatrizes e mesmo
ao aparecimento de regides imunocomprometidas. A perda
da integridade da pele pode resultar em desequilibrios fisio-
l6gicos ou até, em dltimo caso, na morte do paciente. As
funcionalidades da pele devem ser restauradas o mais rapi-
damente possivel, de forma a manter a homeostase. Os in-
vestigadores, de diferentes dreas, tém procurado desenvolver
novos substitutos de pele que permitam acelerar o processo
de cicatrizagdo. Atualmente, apesar de ja existirem muitos
substitutos de pele disponiveis no mercado (Apligraf, Der-
magraft, Epicel, Integra, etc), ainda ndo existe nenhum que
promova o restabelecimento da estrutura nativa da pele, na
sua totalidade. O grupo de investigagdo do CICS-UBI desen-

volveu recentemente hidrogéis a base de biopolimeros como
o0 quitosano e o dextrano, com o intuito de serem usados no
tratamento de lesdes cutaneas [1,2]. Os resultados obtidos
nos estudos in vitro e in vivo evidenciaram que estes bioma-
teriais sdo biocompativeis, biodegradaveis, possuem capaci-
dade de hidratacao da ferida, propriedades antimicrobianas
e contribuem para acelerar o processo de cicatrizagdo das
feridas (figura 1).

A semelhanca da pele, também o tecido ésseo desempenha

BIOMATERIAIS
€ ENGENHARIA
oE TECIDOS
lf’"‘"‘l ‘.'. _—— |I |
ReconstTucas
Nanotransportadores  Localizagdo intracelular widimensions

Figura 1 — Representagdo das trés principais areas de investigagdo desenvol-
vidas pelo grupo de investigacdo em Biomateriais e Engenharia de Tecidos
do CICS-UBI.

varias fungdes no corpo humano, destacando-se a locomo-
¢do, protecdo dos dérgdos internos, reserva de célcio e sus-
tentagdo. Este tecido tem a capacidade de se auto-regenerar,
contudo, quando os defeitos 6sseos sdo extensos, devido a
ocorréncia de fraturas ou doenca, sdo necessarios tratamen-
tos clinicos dispendiosos e nem sempre eficazes. As patolo-
gias que afetam este tecido representam um grave proble-
ma para a salde, que afeta milhdes de pessoas em todo o
mundo. Nos Gltimos anos, este grupo de investigacao produ-
ziu por técnicas de prototipagem rapida diferentes suportes
3D contendo alginato, B-Tricalcio fosfato ou hidroxiapatite.
Como modelo para a construgdo destas estruturas 3D foram
usados dados de Tomografia Computorizada, obtidos em
exames de rotina realizados por pacientes no Centro Hospi-
talar Cova da Beira. Estes scaffolds com as dimensbes exatas
do defeito 6sseo poderdo ser usadas na reparagao/regenera-
cdo deste tecido [3,4].
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Outras doengas como o cancro, infecto-contagiosas ou origi-
nadas por anomalias genéticas que, na atualidade, sdo consi-
deradas incuraveis, ttm impulsionado a investigacdo na area
da Nanotecnologia. O desenvolvimento de novos equipa-
mentos que permitem manipular a matéria na escala nano-
métrica, tem contribuido para a concecdo e produgdo de no-
vos nanoveiculos (dendrimeros, micelas, nanoparticulas,etc)
que efetuem a entrega de moléculas biologicamente ativas,
como drogas e 4cidos nucleicos, em células disfuncionais.
Neste contexto, este grupo de investigacdo tem desenvolvido
nanoparticulas poliméricas [5,6] e suportes micelares [7] que
sdo capazes de “entregar” de uma forma especifica, multiplas
drogas a células cancerigenas. Em colaboragdo com outros
grupos de investigacdo nacionais e internacionais temos ainda
testado outros nano-transportadores, nomeadamente dendri-
meros, na “entrega” direcionada e controlada de farmacos [8].

Num futuro préximo esperamos que os resultados obtidos
possam ter impacto na inddstria farmacéutica e acima de
tudo, no bem estar da populagao em geral.
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O cancro é um problema de sadde publica representando
uma das principais causas de morte a nivel mundial [1]. Es-
timam-se cerca de 13.1 milhdes de mortes relacionadas com
cancro em 2030, sendo que 0.8 milhdes corresponderdo a
cancro da mama. Neste sentido, qualquer progresso cien-
tifico que permita melhorar o diagnéstico e tratamento do
cancro constitui uma prioridade global. As estratégias que
tém vindo a ser desenvolvidas ao longo dos anos incluem
a procura de novos biomarcadores, agentes terapéuticos ou
tratamentos [2]. As abordagens de biologia sintética apresen-
tam vdrias possibilidades de melhorar os meios de diagnos-
tico e terapias existentes, bem como potencial para o desen-
volvimento de novas solugdes que ainda nio tenham sido
previstas [3].

A biologia sintética consiste na utilizagdo de principios de
engenharia para criar, de forma racional e sistematica, sis-
temas funcionais com base nas maquinas moleculares e cir-
cuitos de regulacao dos organismos vivos ou re-desenhar e
fabricar sistemas bioldgicos existentes. O foco da biologia
sintética consiste frequentemente em transportar partes de
sistemas biolégicos naturais, caracteriza-los e simplifica-los,
e posteriormente utiliza-los como componentes de um siste-
ma biolégico artificialmente construido [4].

Tradicionalmente, a maioria das drogas tém sido geradas a
partir de compostos obtidos de produtos naturais [5]. No en-
tanto, os avangos na sequenciagao genética juntamente com
a possivel manipulagao de vias biossintéticas, constituem re-
cursos importantes para a sele¢ao e concegdo de novos agen-
tes terapéuticos [6]. Adicionalmente, o desenvolvimento de
abordagens racionais através do uso da bioinformatica para
integracao de dados permite a compreensdao dos mecanis-
mos subjacentes ao efeito anti-cancerigeno desses mesmos
agentes [7]. A biologia sintética pode ainda desempenhar
um papel crucial no desenvolvimento de novos sistemas de
libertacao controlada de drogas dirigidos para alvos espe-
cificos. As células podem ser manipuladas para reconhecer
alvos especificos ou condigdes no corpo humano que ndo
sdo naturalmente reconhecidas pelo sistema imunitario [8].

Futuras e promissoras aplicagdes incluem o desenvolvimen-
to de biossensores com base em aptameros para produzir
uma resposta desejada in vivo ou para serem integrados num
dispositivo de diagnéstico de cancro; o desenho e manipu-
lacdo de bactérias que podem ser programados para espe-
cificamente reconhecer um tumor e libertar um agente te-
rapéutico in situ; a producdo em grande escala de agentes
quimioterapéuticos complexos, entre outros.

Actualmente no Centro de Engenharia Biolégica (CEB) da
Universidade do Minho estdo a ser usadas estratégias de bio-
logia sintética no desenvolvimento de novas solugdes para o
diagnéstico e tratamento do cancro. A investigacdo em cur-
so inclui a selecdo e otimizagdo de aptameros para o reco-
nhecimento e tratamento do cancro da mama; desenho de
aptasensores para a detecdo do cancro da mama; desenho
e construgdo de bactérias para o tratamento de cancro de
mama; e construcdo de vias biossintéticas artificiais em bac-
térias para a producdo de agentes anti-cancerigenos.

Aptameros para o diagndstico e tratamento
de cancro de mama

Os aptameros, acidos nucleicos de cadeia simples sujeitos
a um processo de evolucdo, podem reconhecer especifica-
mente e ligar-se firmemente a uma grande variedade de al-
vos [9] (Fig.1). Sdo obtidos pela metodologia SELEX, que se
baseia no seu enriquecimento numa biblioteca inicial de se-
quéncias aleatérias de ADN ou ARN quando incubada com
o alvo (e.g. células cancerosas).
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Figura 1 — Representagdo esquematica da funcionalidade de um aptamero (A)
e da metodologia Cell-SELEX (B).

A sua afinidade é comparavel a dos anticorpos, embora
possuam muitas outras vantagens: tamanho; producao facil,
rapida e reprodutivel; modificagdo quimica versétil; eleva-
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da estabilidade; baixa imunogeneicidade e boa penetracao
nos tecidos. Alguns aptameros tém também sido apontados
como possiveis agentes anti-cancerigenos [10]. O uso co-
mercial dos aptameros € incipiente, contudo a sua singula-
ridade promete revolucionar a area médica. O projeto em
curso pretende gerar aptameros contra células de cancro da
mama, e usd-los para desenhar nanoparticulas multivalentes
que reconhecam e internalizem o tumor libertando agentes
terapéuticos. Aptameros que reconhegam especificamente as
células de cancro da mama serdo selecionados para melho-
rar o reconhecimento do tumor. O tamanho pequeno dos ap-
tdmeros permite o seu acesso a alvos que ndo se encontram
prontamente expostos na superficie da célula. A sua ligagao
a particulas contendo agentes ativos vai dirigi-las para esses
locais permitindo um aumento da concentragdo intratumoral
de agentes ativos. Os aptameros podem ser modificados para
melhorar as suas caracteristicas ou conferir-lhes novas (fluo-
rescéncia) [9]. Neste sentido, estdo a ser usadas ferramentas
de biologia sintética para modificar os aptameros de forma
a que possam ser detectados, e possuam melhor capacida-
de de reconhecimento das células de cancro, resultando em
particulas mais robustas.

Aptasensores para a detecao do cancro da
mama

O desenvolvimento de biossensores eletroquimicos com
base em aptameros (aptasensores) (Fig. 2) tem tornado a de-
tecdo de analitos pequenos e macromoleculares mais facil,
rapido e adequado para a detecdo precoce de biomarcado-
res proteicos.
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Figura 2 — Representagdo esquemdtica de um aptasensor eletroquimico

Os biomarcadores séricos sdo produzidos por érgaos ou tu-
mores e revelam a presenca de antigénios na superficie das
células. Quando detetados em grandes quantidades nos flui-
dos biolégicos, podem ser indicativos de atividade tumoral.
O projeto em curso pretende desenvolver um multi-aptasen-
sor eletroquimico para a detegdo de osteopontina (proteina
sobreexpressa em tumores da mama [2]) em fluidos biol6gi-
cos. Como elementos de reconhecimento biolégico estdo a
ser usados aptameros que foram selecionados e otimizados
usando estratégias de biologia sintética. O uso dos aptame-
ros permitira aumentar a especificidade e seletividade do
sensor para a osteopontina.
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Desenho e construcao de bactérias para o
tratamento do cancro da mama

As bactérias possuem caracteristicas Gnicas e poderosas que
podem ser exploradas no tratamento do cancro de formas
inatingiveis por métodos convencionais. O sucesso mode-
rado dos métodos convencionais (quimioterapia e radiacao)
prende-se com a sua toxicidade para o tecido normal e a
sua incapacidade para destruir todas as células cancerosas.
Muitas bactérias tém sido reportadas pela sua capacidade
de reconhecer especificamente tumores, de penetrar activa-
mente o tecido, de ser facilmente detetadas e/ou de induzir
uma citotoxicidade controlada. Usando abordagens de bio-
logia sintética é possivel desenhar interagdes entre bactérias
geneticamente manipuladas e células de mamiferos abrin-
do intimeras possibilidades de progresso no tratamento do
cancro. No ambito do projeto SYNBIOBACTHER, esta a ser
construida uma bactéria com capacidade de desencadear a
sintese de um agente terapéutico in situ em reposta ao ca-
lor. A ideia é que a mesma possa ser usada simultdneamente
com o tratamento de ultra-sons para o tratamento de cancro
da mama, potenciando o efeito do agente terapéutico in situ.

Construcao de uma via biossintética
artificial para a producao de agentes
anti-cancerigenos

As abordagens de biologia sintética podem ainda ser utili-
zadas para desenvolver processos de producdo em larga
escala de agentes terapéuticos. Uma das estratégias usadas
para construir vias biossintéticas artificiais consiste na com-
binacdo de genes de organismos diferentes e na criagdo de
um novo conjunto de vias metabdlicas para a producdo de
varios produtos naturais e ndo naturais. O exemplo mais
conhecido consiste na construcao de uma via metabdlica
artificial de produgdo do precursor da artemisinina (droga
anti-malaria) numa bactéria, permitindo a sua produgido em
grandes quantidades com uma diminuigdo significativa do
tempo e os custos de produgio [11]. O projeto em curso
no CEB pretende construir uma nova via biossintética numa
bactéria para a producdo de compostos aromaticos naturais
em plantas. A chave para esta abordagem consiste na especi-
ficacao de sequéncias de genes que codificam enzimas que
catalisam cada reagdo na via, e cujas sequéncias de ADN
podem ser incorporadas em dispositivos que conduzem a
expressdo funcional das moléculas de interesse [12]. Partes
especificas da via foram recrutadas a partir de fontes inde-
pendentes e co-localizadas num dnico hospedeiro.

Apesar de todos os avangos cientificos a que a humanida-
de tem assistido ao longo dos Gltimos séculos, ainda ndo ha
solugdes claras e definitivas para eliminar o cancro. Neste
sentido, a busca de solucdes inovadoras e eficientes conti-
nua a conduzir a investigacdo e o investimento nesta area de
conhecimento. Os avangos recentes proporcionados pelas
abordagens de biologia sintética sdo promissores, embora
alguns ainda longe de uma aplicagdo real devido a desafios
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técnicos e questdes éticas. No entanto, espera-se que este

tipo de solugdes inovadoras venha a revolucionar a drea do
diagnéstico e tratamento do cancro.
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Nas Gltimas décadas, a falta de modelos adequados do sis-
tema nervoso central (SNC) tem travado avangos no conhe-
cimento basico de doengas neurodegenerativas, nomeada-
mente, ao nivel dos mecanismos moleculares que estdao na
base do seu aparecimento e progressao. Adicionalmente,
apenas cerca de 8% dos novos farmacos aprovados em en-
saios pré-clinicos para o tratamento de patologias do SNC
chegam ao mercado [1], tornando-se evidente a necessidade
de desenvolver metodologias mais eficientes e precisas na
identificagdo e avaliagdo de novos compostos. Os modelos
animais tradicionalmente utilizados, tanto por inducao qui-
mica como por manipulagdo genética, ndo permitem reca-
pitular de forma precisa as principais caracteristicas destas
patologias, em grande parte devido as diferencas entre as
espécies [2]. Este tipo de modelos apresenta ainda uma gran-
de desvantagem do ponto de vista da inddstria farmacéutica,
por ndo ser possivel a sua aplicagdo em plataformas de “hi-
gh-throughput”. Estas plataformas permitem testar centenas
a milhares de compostos em paralelo de forma a identificar
e seleccionar rapidamente os mais promissores, reduzin-
do os custos e duragdo dos ensaios clinicos. Desta forma,
o desenvolvimento de novos modelos celulares humanos
que mimetizem o cérebro humano e patologias associadas
de forma mais precisa tem ganho crescente relevancia junto
da comunidade cientifica e inddstria. Recentemente, foram
feitos importantes avangos no desenvolvimento destes mode-
los, nomeadamente no que respeita a diversidade de fontes
celulares (linhas celulares imortalizadas, células estaminais
embriondrias ou adultas e células estaminais pluripotentes
induzidas) assim como os métodos de diferenciacao dispo-
niveis [2].

A diferenciacido de células estaminais € um processo alta-
mente regulado, onde € feita a integragdo de varios sinais
externos, tais como a disponibilidade de nutrientes ou fac-
tores de crescimento; o stress mecanico induzido pelo sis-
tema de cultura; as interagoes célula-célula e célula-matriz
extracelular; etc [3,4]. Tendo como objectivo mimetizar in
vitro as caracteristicas de tecidos humanos, tal como o cé-
rebro, é fundamental ter em conta a organizagao celular
tridimensional (3D) do tecido em estudo. Esta configuragao
3D tera um impacto directo na activagdo e direcionamen-
to das vias de diferenciacdo e funcionalidade celular, con-
ferindo uma maior similaridade entre o modelo e o tecido
in vivo [5]. Desta forma, diversos sistemas de cultura foram
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desenvolvidos com o propésito de conferir um maior nivel
de complexidade espacial aos modelos celulares, em rela-
¢do as tradicionais culturas em monocamada de células.
Entre os sistemas mais utilizados encontram-se as culturas
organotipicas e as culturas in vitro 3D. As culturas organoti-
picas consistem na manutencio de secgoes finas de tecido
derivado de um explante, permitindo manter a arquitectura e
especificidade do tecido original. No entanto, tém uma apli-
cabilidade reduzida uma vez que ndo podem ser mantidas
a longo prazo nem sdo compativeis com plataformas “high-
throughput”. Relativamente as culturas in vitro 3D, uma das
estratégias possiveis passa pela encapsulacao das células em
matrizes que vdo conferir a tridimensionalidade a cultura
[5]. Estas estratégias baseiam-se nas propriedades especificas
de diversos polimeros naturais (colagénio, quitosano, acido
hialurénico, alginato, etc) ou biomateriais sintéticos (PGA,
PLA, PCL, etc), assim como em diferentes processos para
fabricar estes suportes [6]. No entanto, estes processos de
diferenciagdo tornam-se dependentes do desenvolvimento e
preparagao dos suportes e matrizes 3D, o que na maioria dos
casos se traduz em processos bastante morosos. Por outro
lado, a escolha dos materiais a utilizar pode também revelar-
se critica nestes processos. Os materiais sintéticos apesar de
completamente definidos em termos de composigdo, na sua
maioria ndo apresentam dominios de ligacdo e reconheci-
mento celular impossibilitando interac¢des célula-matriz. Ja
os materiais de origem natural ttm como principal vantagem
permitir as interacgdes celulares com a matriz, através da
presenca natural de dominios de adesao celular. No entanto
a sua composi¢do pode incluir substancias ndo quantifica-
veis e variaveis entre lotes, contribuindo para uma elevada
variabilidade nos resultados obtidos e falta de reprodutibili-
dade [7].

Explorando a capacidade que muitos tipos de células apre-
sentam de se auto-organizarem em agregados celulares é
possivel formar estruturas 3D, tipicamente denominados por
esferéides ou, no caso especifico de linhagens neurais, neu-
roesferas. Estes ndo necessitam de suporte externo, ja que as
células secretam a sua prépria matriz extracelular [4]. Dife-
rentes métodos foram desenvolvidos para permitir e induzir
a agregacao celular em esferdides, incluindo metodologias
de gotas suspensas; agregagdo espontanea em sistema de
cultura estatico; ou agregacao induzida em sistemas agitados
[4]. Uma vez que a origem e composicdo da matriz extrace-
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Figura 1 — Estratégia de diferenciagao neural 3D em sistema de cultura dinani-
co. (A) A utilizagdo de bioreactores de tanque agitado permite a monitorizagao
e controlo dos principais pardmetros da cultura. (B) Esta estratégia permite a
sua adaptacdo e optimizacao tendo em conta a diversidade de opgdes de ori-
gens de células estaminais humanas disponiveis. (C) O processo de diferencia-
¢do 3D envolve etapas sequenciais (expansao, agregacao, diferenciagao e ma-
turagdo) onde a composicdo do meio se apresenta como a varidvel chave, com
a adigdo e remogdo de factores de crescimento, diferenciacdo e neurotréficos.

lular é exclusivamente derivada da biossintese celular, estes
esferéides apresentam-se como um excelente modelo para o
estudo da homeostase desta mesma matriz ao longo dos pro-
cessos de diferenciagdo. Os processos de regulacdo da com-
posicdo da matriz extracelular tém um papel preponderante
durante o desenvolvimento de orgdos e tecidos, sendo que
em caso de desregulacao, levam a alteragbes patoldgicas, tais
como formacgdo de tumores ou doengas neurodegenerativas
[8]. Assim sendo, o elevado potencial demonstrado por estes
modelos celulares 3D podera permitir diminuir a dependén-
cia sobre a utilizagdo de modelos animais, apresentando-se
como uma alternativa complementar tanto para a investiga-
¢do como para a inddstria. Se considerarmos o crescente ni-
mero de novas e mais poderosas metodologias que permitem
uma caracterizacdo mais detalhada dos sistemas, os modelos
celulares 3D humanos poderao contribuir fortemente para o
desenvolvimento de ensaios mais precisos para a avaliacao e
identificacdo de novos farmacos [4,5]. Os modelos baseados
em neurosferas tém gerado um crescente interesse por parte
da comunidade cientifica, nomeadamente para a investiga-
¢do pré-clinica de patologias neurodegenerativas, sendo que
estudos recentes demonstram que estes modelos permitem
recapitular alguns processos fundamentais observados du-
rante o desenvolvimento do sistema nervoso central [9].

Tal como demonstrado pelo nosso grupo [10,11], através da
implementacdo e optimizagao de bioprocessos em sistemas
dindmicos, controlando os principais parametros de cultura
(pO,, pH, temperatura, agitacdo e composicdo do meio de
cultura), é possivel estabelecer processos robustos de dife-
renciagdo neural 3D partindo de células estaminais huma-
nas de diferentes origens. Desta forma, estratégias tém sido
seguidas, que passam nao sé pela exploragdo das vantagens
do sistema de cultura agitado, mas também pelo estabeleci-

mento de um processo de diferenciagdo com diferentes fa-
ses, onde a composi¢do do meio de cultura desempenha um
papel fundamental através da adigdo ou remocdo de diferen-
tes factores e citocinas (Fig.1). Assim, a exposicao sequencial
a factores de crescimento, de diferenciacdo e neurotréficos,
permite induzir de forma eficiente fases distintas no processo
de diferenciagdo: (i) expansao celular, que permite obter um
elevado nimero de células através do estimulo via factores
de crescimento; (ii) agregacdo, onde a organizagdo celular
em neurosferas é induzida pelo sistema de cultura agitado
e a diminuicdo da concentracdo de factores de crescimento
permite iniciar os programas de diferenciagdo celular; (iii)
diferenciagdo, que permite induzir e direcionar os progra-
mas de diferenciacdo para as vdrias linhagens neurais - neu-
rénios, astrocitos e oligodendrécitos, através da adigdo de
factores de diferenciagdo especificos; (iv) maturagdo, onde
os factores de diferenciacdo sdo removidos e sdo adiciona-
dos factores neurotéficos que permitem manter a viabilidade
celular assim como estimular a maturacao funcional de for-

Figura 2 — Diferenciagdo em neurosferas de células estaminais neurais huma-
nas derivadas do mesencéfalo. (A, B) As neurosferas mantém elevada viabili-
dade celular no inicio (A) e no final (B) do processo de diferenciagdo (células
verdes — viaveis; células vermelhas — ndo viaveis). (C) Imediatamente apds a
organizagao celular em neurosfera, estas apresentam na sua maioria células
ainda ndo diferenciadas (vermelho — nestina) e reduzido ndmero de neurénios
(verde — Blll-tubulina). (D,E) Através do processo de diferenciagdo e maturagao
as neurosferas alteram a sua composigdo celular apresentando uma densa rede
de neurénios e astrocitos (D) (verde — Blll-tubulina; vermelho — GFAP; azul —
ntcleos) observando-se ainda a presenga de oligodendrécitos (E) (verde — O4;
azul - nicleos). (F) Devido a origem mesencefdlica destas células a diferencia-
cdo neuronal leva maioritariamente a geragdo de neurénios dopaminérgicos
(verde —tirosina hidroxilase; azul - niicleos). As barras de escala correspondem
a20 pm.
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ma a que os neurénios e astrocitos adquiram as suas tipicas
caracteristicas funcionais.

A diferenciacdo in vitro de células estaminais neurais iso-
ladas do mesencéfalo fetal permite obter um modelo ce-
lular com um forte caracter dopaminergico, caracteristico
do tecido de origem [12]. Assim, estas células tornam-se um
interessante modelo para o estudo e desenvolvimento de no-
vas terapias para a doenga de Parkinson, caracterizada por
uma perda progressiva de neurénios dopaminérgicos. Estas
células proliferam de forma robusta em condigoes de baixos
niveis de oxigénio e sem adicdo de soro de origem animal,
mantendo a sua capacidade multipotente e originando, ap6s
a diferenciagdo, células das trés linhagens neurais. Assim,
tal como reportado pelo nosso grupo [11] é possivel obter
neurosferas diferenciadas com elevada viabilidade celular,
através da sua diferenciagdo 3D em sistema de cultura agi-
tado, (Fig.2 A, B) e compostas por uma rede tridimensional
de neurdnios, astrdcitos e oligodendrécitos (Fig.2 C-E). Re-
lativamente a diferenciagdo neuronal, devido a identidade
mesencefalica destas células, no final do processo é possivel
obter neurénios que expressam marcadores dopaminérgicos,
como a tirosina hidroxilase (Fig.2 F), a enzima limitante na
via de biosintese de dopamina, o que sugere a aquisi¢ao de
um fendtipo dopaminérgico por parte destas células.

Os modelos 3D neurais humanos poderdo no futuro levar a
um aumento significativo da relevancia bioldgica e fisiol6-
gica, quando comparados com os sistemas tradicionais de
cultura em monocamada de células e modelos animais. Es-
tes modelos poderdo ser aplicados tanto em estudos mais
fundamentais acerca dos mecanismos bdsicos de patologias
humanas, assim como em plataformas de identificacdo e
validagdo de novos farmacos. A estratégia e metodologia
desenvolvida neste trabalho, pode ainda ser aplicada para
a diferenciacdo de células estaminais de multiplas origens,
aumentando assim a sua versatilidade e relevancia para a
comunidade cientifica e para a investigagio pré-clinica.
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Resumo

A terapia génica, o tratamento ou prevengao de doengas através da transferéncia de material genético, tem vindo a adquirir uma
crescente atengao principalmente ap6s os recentes casos de sucesso e a aprovagao do ‘Alipogene Tiparvovec’ na Europa para
o tratamento da deficiéncia em lipoproteina lipase. Os primeiros ensaios clinicos para terapia génica iniciaram-se nos anos 90,
no entanto, esta forma de terapia tem avangado muito lentamente, e sdo ainda poucos os casos que se concretizaram num me-
dicamento comercialmente disponivel. A terapia génica recai sobre tecnologias complexas para garantir uma elevada eficiéncia
da transferéncia do material genético, onde os vectores virais sdo um dos veiculos mais promissores para esse fim. A produgao,
eficiéncia e segurancga destes vectores sdo desafios que continuam a ser aperfeicoados para ir ao encontro das exigéncias dos

ensaios clinicos e da aprovagado de novos biofarmacos.

Introducao

A terapia génica consiste na introducdo de material genético
terapéutico nas células do paciente. O material genético leva
novas instru¢des a célula de modo a tratar ou prevenir uma
doenca. Apesar de algum descrédito devido aos resultados
negativos de alguns ensaios clinicos iniciais, os sucessos sub-
sequentes restauraram a confianga no potencial da terapia
génica. Estes incluem o tratamento de pacientes com imuno-
deficiéncia severa combinada [1], leucemia linféide [2] ou
Parkinson [3]. De facto, em 2012 foi aprovado na Europa o
uso clinico de Glybera® (ou Alipogene Tiparvovec), um bio-
farmaco para terapia génica que compensa a deficiéncia da
lipoproteina lipase envolvida na pancreatite aguda. A figura
1A sumariza os varios tipos de doengas para as quais a tera-
pia génica estd a ser avaliada em ensaios clinicos.

A cada doenca e patologia deve ser adequado um sistema
de entrega de material genético apropriado. A transferéncia
de material genético para as células-alvo pode ser feita atra-
vés de veiculos virais, quando se utilizam virus recombinan-
tes denominados de vectores virais, ou veiculos ndo virais,
quando se baseiam na utilizagao de DNA livre ou complexa-
do com outras moléculas (revisto em [4]).

A entrega directa de DNA livre é normalmente feita através
de métodos auxiliares tais como microinjeccdo, electropo-
racdo ou disparo de microparticulas. As restricdes na apli-
cabilidade desta estratégia levaram ao desenvolvimento de
vectores para facilitar e aumentar a transferéncia de material
genético. Lipossomas, conjugados DNA-proteina, e conju-
gados DNA-proteina-virus defectivo sdo alguns exemplos
de vectores ndo virais utilizados. Por outro lado, sdo varios
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os virus adaptados a vectores. Os vectores virais abarcam a
maior percentagem dos ensaios clinicos realizados até hoje
(Figura 1B), dado que estes apresentam maior eficiéncia na
transferéncia de material genético.

Vectores virais

O desenvolvimento de vectores virais baseia-se na manipu-
lagdo do genoma viral de forma a incluir o material genético
a ser expresso nas células ou tecido-alvo, impedir a replica-
¢ao tipica dos virus e remover a sua patogenecidade. Adicio-
nalmente podem ser feitas mais modificagdes para aumentar
a especificidade/tropismo as células alvo, modelar os niveis
de expressao do material genético e facilitar a sua manufac-
turagdo. Os dois vectores virais mais utilizados até hoje em
ensaios clinicos sdo os derivados de Adenovirus e Retrovirus.

Vectores adenovirais

Os vectores adenovirais sdao candidatos apropriados a en-
trega de material genético pelas vantagens que apresentam,
nomeadamente amplo tropismo celular, incapacidade de se
integrarem no genoma das células hospedeiras, alta eficién-
cia em transduzir células-alvo e relativa facilidade em serem
produzidos em quantidades significativas e com qualidade
superiores a qualquer outro vector viral [5]. Nas duas dltimas
décadas, o genoma adenoviral foi progressivamente modi-
ficado de forma a aumentar a sua seguranga e eficacia em
cendrios terapéuticos. Desde a 1° geragdo de vectores, com
a eliminagao da regido de replicacao, até a 3* geragdo de
vectores com a remogao de todos os genes virais, foi alcan-
¢ada uma capacidade de inserir material genético até 36 kb.
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B cancro (64.2%) ® doencas monogénicas [B.9%)

M doencas infecciosas (B.1%) H doencas cardiovasculares [1.9%)
E doengas neurcldgicas (1.4%) i doengas otulares (0.7%)
o doencasinflamatdrias (1.4%) M outras doengas {1.4%)

d marcagdo penética (2.5%) H voluntirios sauddvels (2.65%)

W Adenovirus {23.5%)

M Retrovirus (19.1%)

& DMA livre/plasmideo(17.7%) @ Virus Vaccinia [7.8%)
W Lipofecgio(5.5%)

o Virus Pox (4.8%)

u Virus Adeno-associados (5.2%)
© Lentivirus (3.3%)

M Virus Herpes simplex (3.1%) B Outras categorias (5.8%)

i Desconhecido (3.2%)

Figura 1 — Indicagdes (A) e vectores (B) dos ensaios clinicos de terapia génica
actualmente em curso (adaptado de http://www.abedia.com/wiley/).

Apesar da ampla utilizagdo de vectores derivados de adeno-
virus humanos tipo 5, a pré-imunidade existente contra estes
virus compromete a entrega do material genético e limita
a eficcia da terapia (revisto em [6]). A utilizagdo de vec-
tores adenovirais ndo humanos, nomeadamente adenovirus
caninos do serdtipo 2 (CAV-2), constitui umas das estraté-
gias capazes de contornar esta limitagdo, mantendo todas as
vantagens associadas ao uso de vectores adenovirais [6]. De
facto, a auséncia de resposta imunitaria humoral e celular
pré-existente contra CAV-2 torna os seus vectores potencial-
mente mais seguros e aplicaveis em situagdes onde a expres-
sdo a longo prazo do gene terapéutico é mandatéria. Além
disso, dada a sua grande capacidade de transdugdo de neu-
rénios, estes vectores sdo tidos como ferramentas ideias para
estudar distirbios neurodenegerativos. Por isso sdo varios os
estudos que envolvem vectores de CAV-2 na transferéncia de
genes em neurdnios, tanto in vitro como in vivo.
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Como consequéncia da eliminagdo de genes virais essen-
ciais a progressdo do ciclo infeccioso do virus, os vectores
adenovirais sdo incapazes de replicar em células normais,
ou seja, s6 expressam o gene terapéutico. Desta forma, para
a sua produgdo os gene virais em falta sdo fornecidos em
trans através do desenvolvimento de linhas celulares que os
expressem constitutivamente, tais como HEK293 e PER.C6®
para adenovirus humanos (revisto em [7]) e DK ou MDCK
para CAV-2 [8]. A necessidade de quantidades considera-
veis de vectores com grau de pureza clinico implicam o es-
tabelecimento de processos de producdo em larga escala,
compativeis com as boas préticas de fabrico. Enquanto que
para os vectores adenovirais de 1% geragdo ja existem de-
senvolvimentos significativos permitindo a implementacao
de uma producgdo escalavel [9-11], para vectores de 3 ge-
racdo sdo ainda poucos os desenvolvimentos nesse sentido,
provavelmente devido a complexidade do sistema, uma vez
que estes vectores ndo possuem nenhum gene viral e a sua
manufacturacdo requer o fornecimento de todos os produtos
virais, através de modificacdes adicionais na linha celular
produtora e nos sistemas de producdo e purificagdo [12]. A
falta de um processo de produgdo compativel com aumento
de escala tem travado a disponibilidade destes vectores para
ensaios pré-clinicos. Nesse sentido, e face ao potencial dos
vectores de CAV-2, foi desenvolvida uma linha celular para
vectores CAV-2 de 32 geracdo com produtividades de 300-
500 particulas infecciosas (IP)/célula e 10 IP/mL [8], assim
como esta a ser implementado um bioprocesso escalavel
com estes vectores baseado em MDCK cultivadas com mi-
crocarriers [11].

Vectores Retrovirais e Lentivirais

Os vectores retrovirais foram os primeiros a ser utilizados
em ensaios clinicos de terapia génica em 1990 e ainda se
encontram entre os vectores virais mais utilizados. Mais re-
centemente, o interesse em vectores lentivirais, derivados
de retrovirus complexos como o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), tém vindo a aumentar devido a capacidade
destes vectores transduzirem células quiescentes (em ndo di-
visdo celular). Os vectores retrovirais e lentivirais apresentam
caracteristicas atractivas para a sua aplicagdo como veicu-
los de transferéncia génica, tais como uma imunogenicida-
de reduzida, elevada eficiéncia de transducgdo tanto in vivo
como ex vivo, capacidade para empacotar material genético
até 9 kb e a capacidade para modificar permanentemente o
contetido genético das células alvo, mantendo uma expres-
sdo duradoura do gene transferido [13, 14]. De acordo com
estudos recentes, os vectores retrovirais e lentivirais repre-
sentam 23% de todos os tipos de vectores utilizados e 33%
dos vectores virais utilizados em ensaios clinicos de terapia
génica (Figura 1B).

O desenvolvimento de células produtoras de vectores retro-
virais ou lentivirais baseia-se na separagao fisica do genoma
viral em diferentes unidades transcripcionais, de modo a mi-
nimizar o risco de formagdo de particulas virais com capaci-
dade de replicagdo. Tal como para os vectores adenovirais,
varias geragoes de células produtoras de retrovirus ou lentivi-
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rus tém sido desenvolvidas, visando sempre a eliminagao ou
reducdo do risco de formacdo de particulas replicativas. No
caso dos vectores baseados em retrovirus simples como o vi-
rus da leucemia murina (MLV), a baixa toxicidade dos genes
virais permitiu o estabelecimento de varias linhas celulares
que constitutivamente produzem vectores retrovirais [14].
O avancgo da engenharia genética, em particular no desen-
volvimento de sistemas de recombinacdo dirigida, permitiu
também o estabelecimento de linhas celulares produtoras de
vectores retrovirais muito flexiveis, em que o gene a ser trans-
ferido pode ser alterado sem interferir com a produtividade
da linha celular [15]. A produgdo de vectores lentivirais é
geralmente baseada em processos transientes ou indutiveis,
uma vez que a elevada citotoxicidade de alguns componen-
tes virais dificulta o desenvolvimento de linhas celulares para
producdo constitutiva destes vectores [16, 17].

Dada a elevada quantidade de particulas retrovirais neces-
sarias por paciente num ensaio clinico, em conjunto com
uma produtividade relativamente baixa e um tempo de meia
vida reduzido dos vectores retrovirais e lentivirais, é funda-
mental optimizar os processos produtivos visando o aumento
da produtividade, da qualidade dos vectores produzidos e
reducgdo dos custos de fabrico. Na Unidade de Tecnologia
de Células Animais do iBET/ITQB-UNL varios aspectos com
impacto na produtividade, qualidade, eficiéncia e seguran-
ca dos vectores retrovirais tém vindo a ser investigados, in-
cluindo o efeito da pressao osmética [18], da fonte de agtcar
[19], da estequiometria dos varios componentes virais [20],
efeito da reducdo de soro fetal no meio de cultura [21] e
estratégias de purificagdo eficientes [22]. Nomeadamente,
foi verificado um aumento da estabilidade dos vectores re-
trovirais quando produzidos a uma osmolaridade da cultura
entre 450 e 500 mOsm/kg e também com a remogao de soro
animal e adicdo de 0.1% (v/v) de colesterol ao meio de cul-
tura. Estes e outros estudos tém fornecido bases importantes
para o estabelecimento de processos eficientes de producdo
de vectores retrovirais e lentivirais que respeitem as directi-
vas das boas préticas de fabrico, impulsionando a aplicagio
destes vectores virais em terapia génica.
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Resumo

A eficacia da terapia génica depende fortemente do desenvolvimento de plataformas adequadas para a producéo e purificagao
de plasmideos, em quantidade e com pureza adequadas a aplicagdo terapéutica. O cumprimento dos critérios estabelecidos
pelas agéncias reguladoras requer a optimizagao das tecnologias de purificagdo. Recentemente tem vindo a ser desenvolvi-
da uma metodologia de afinidade, com utilizagdo de aminoacidos como ligandos, que permite a obtengdo da conformagao
biologicamente activa dos plasmideos. Com este procedimento, é aqui descrita a titulo de exemplo, a preparagdo de uma for-
mulagdo contendo plasmideo superenrolado, com potencialidade para restabelecer a expressao da proteina p53, em células

cancerigenas.

Introducao

O progresso na investigagdo de novas abordagens terapéuti-
cas, como a terapia génica, apenas foi possivel com o desen-
volvimento da tecnologia de DNA recombinante e a desco-
dificacdo do genoma humano. Com a inser¢cdo de material
genético especifico em determinadas células do organismo
é induzida a expressdo das proteinas codificadas pelos res-
pectivos genes, resultando no controlo e/ou reversdo da con-
digdo patoldgica.

O conceito de terapia génica surge como alternativa clinica
para o tratamento de diversas patologias, como o cancro,
cuja prevaléncia tem vindo a aumentar. De facto, segundo
dados de 2013, cerca de 64% dos ensaios clinicos a decor-
rer ttm como alvo terapéutico o cancro (http://www.abedia.
com/wiley/indications.php). Em 2003 foi aprovado na China
o primeiro produto terapéutico para terapia génica de um
carcinoma. Neste caso particular, foi usado um vector viral
que transporta e insere o gene supressor de tumores, p53,
nas células tumorais, induzindo a morte celular [1]. Apesar
dos vectores virais estarem normalmente associados a eleva-
das eficiéncias de transferéncia de material genético, a imu-
nogenicidade intrinseca a utilizagdo de um virus restringe a
sua aplicagdo prolongada. Por esta razdo a aplicacio de vec-
tores ndo-virais, como os plasmideos, para a distribuicao de
genes de interesse as células tem vindo a ser cada vez maior.
Neste sentido, torna-se crucial o desenvolvimento de novas
plataformas biotecnolégicas para a producio e purificagdo
de plasmideos que respondam ndo sé a necessidade de ob-
tencdo de elevadas quantidades mas também de plasmideo
de elevada qualidade [2].

Neste trabalho é apresentada uma abordagem de purifica-
¢do de DNA plasmidico, desenvolvida recentemente, que se
baseia na utilizagao de aminodcidos como ligandos de afi-

nidade, de forma a estabelecer interacgées especificas com
o plasmideo a purificar. O projecto foi desenvolvido com o
objectivo de purificar um plasmideo (pcDNA flag p53; Add-
gene; Cambridge, MA, USA) que codifica a proteina p53,
para posterior aplicacdo na terapia do cancro.

Purificacao de Plasmideos

A formulagdo de um plasmideo para aplicagdo terapéutica
requer a implementacdo de estratégias de purificacdo al-
tamente eficientes. No dmbito da etapa de purificagdo de
bioprodutos, a cromatografia tem sido amplamente utilizada
e alvo de optimizagdo. De facto, nesta etapa do processo
é crucial que o plasmideo conserve a sua qualidade e ac-
tividade biolégica, tendo em conta os critérios de qualida-
de estabelecidos pelas agéncias reguladoras. Para garantir a
transferéncia eficiente do DNA plasmidico para as células e
o sucesso da expressdo da proteina codificada é essencial
que o plasmideo produzido se apresente maioritariamen-
te (>97%) na conformagdo superenrolada e esteja livre de
contaminantes. O processo de produgao recombinante num
hospedeiro bacteriano conduz a recuperagao do plasmideo
num extracto complexo contendo diversas impurezas, no-
meadamente DNA genémico, RNA, proteinas e endotoxinas
associadas ao sistema hospedeiro e ainda outras conforma-
¢oes do DNA plasmidico, que por ndo apresentarem o mes-
mo nivel de eficiéncia e actividade bioldgica, sdo considera-
das contaminantes.

A cromatografia, sendo uma técnica amplamente usada na
biotecnologia, desempenha um papel central na purificagao
de plasmideos. Para a separacdo de DNA tém sido utilizados
diferentes tipos de cromatografia, como a filtracdo em gel, a
troca iénica, a fase reversa, a afinidade e a interac¢do hidro-
fébica [3], sendo que nem todos conduzem a uma separagao
eficiente das isoformas do plasmideo.
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A cromatografia de afinidade € a técnica associada a maior
selectividade e especificidade na separagdo de uma molé-
cula alvo, sendo que a interacgao com o ligando ocorre me-
diante a sua fungado bioldgica ou estrutura [4]. Nos Gltimos
anos, e tendo por base as interacgdes que ocorrem entre
proteinas e dcidos nucleicos a nivel celular, tem vindo a ser
desenvolvida uma nova metodologia para a purificagdo de
plasmideos, usando aminodcidos como ligandos especificos.

Cromatografia de afinidade com
aminoacidos

Como referido, de entre as diversas técnicas cromatogréficas,
a afinidade tem sido explorada em diferentes vertentes para a
purificacdo de acidos nucleicos [5]. No entanto, consideran-
do as particularidades e requisitos associados a purificagao
de plasmideos para aplicagdo terapéutica, novas metodolo-
gias sdo alvo de estudo na tentativa de melhorar a eficiéncia
desta etapa. A recente abordagem de utilizagdo de aminoa-
cidos como ligandos especificos foi planeada no sentido de
alcangar o maior grau de pureza para amostras de plasmide-
os, considerando os critérios estabelecidos pela FDA, quer
em termos de eliminagdo de contaminantes quer em termos
de isolamento da conformagdo biologicamente activa. Com
este projecto tem sido possivel a implementagdo de diferen-
tes estratégias de purificagdo de plasmideos na conformagao
superenrolada, utilizando a histidina [6,7], a lisina [8], a ar-
ginina [9,10] ou derivados [11], como ligandos de afinidade.
Na tabela 1 sdo apresentados os principais resultados desta
metodologia, considerando a purificagdo de um plasmideo
modelo (pVAX1-LacZ) na conformacdo superenrolada, a par-
tir de lisados de E. coli.

No caso da histidina, a aplicagdo de um gradiente decres-
cente de sulfato de amédnio permitiu isolar selectivamente
o plasmideo superenrolado de todos os contaminantes pre-
sentes no lisado. Os resultados mostraram que a matriz com
histidina imobilizada ndo promove qualquer interacgdo es-
pecifica com o plasmideo na conformagdo circular aberta
ou com o DNA gendmico, enquanto que o plasmideo su-
perenrolado é especificamente reconhecido. Os resultados
obtidos sugerem que a histidina interage preferencialmente
com as bases nucleotidicas do plasmideo, através de pontes
de hidrogénio ou por interac¢des hidrofébicas entre os anéis
(“ring stacking”) [6,7]. Assim, é proposto que a interacgao

que ocorre entre as bases do plasmideo superenrolado e a
histidina é essencialmente devida a maior exposicao das ba-
ses, presente nesta conformacdo. A eficiéncia desta matriz
foi avaliada através do controlo rigoroso da qualidade do
plasmideo superenrolado purificado com esta estratégia de
afinidade. A andlise dos diversos pardmetros recomendados
pelas agéncias reguladoras revelou que o plasmideo purifica-
do com a matriz histidina-agarose cumpre todos os critérios
de qualidade no que diz respeito a eliminagdo total de RNA
e proteinas e ao contetdo residual de gDNA e endotoxinas,
que esta dentro dos valores permitidos e regulamentados [6].
A avaliagio da actividade biolégica do plasmideo purificado
foi realizada através de estudos de transfec¢do, que revela-
ram uma eficiéncia de 50% na expressdo da proteina codifi-
cada no plasmideo.

Relativamente a aplicagdo dos aminodacidos de lisina e ar-
ginina como ligandos, foi verificado que devido a diferente
tipologia de interacgdes, era possivel aplicar um gradiente de
NaCl para purificar o plasmideo. De facto, estas condi¢oes
revelaram ser mais adequadas a posterior aplicagdo do plas-
mideo a nivel celular. Neste caso, considerando o caracter
positivo dos aminodcidos, as principais interacgdes estabe-
lecidas sdo electrostaticas, apesar de outras interacgdes fra-
cas (nomeadamente pontes de hidrogénio) desempenharem
um papel fundamental no reconhecimento bioespecifico da
conformagao superenrolada [8-10]. A caracterizacdo da efi-
ciéncia destes métodos na purificagdo do plasmideo modelo
revelou ser possivel a obten¢do da isoforma superenrolada
com um grau de pureza adequado a aplicagdo. A metodo-
logia com lisina [8] conduziu a resultados semelhantes aos
descritos para a histidina (tabela 1), no entanto a aplicagdo
da matriz de arginina revelou-se mais vantajosa. As princi-
pais vantagens deste processo estdo relacionadas com o ren-
dimento de 79% de recuperagao do plasmideo superenrola-
do e também pelo aumento da eficiéncia de transfecgdo para
62%. O facto desta técnica, com arginina imobilizada, per-
mitir a utilizagdo de condigdes cromatograficas de ligacdo
e eluicdo do plasmideo menos drasticas, parece favorecer
a manutengdo da estrutura do plasmideo, que se relaciona
directamente com a melhoria significativa da sua actividade
biolégica [9,10].

No ambito da aplicagdo do plasmideo pcDNA flag p53 para
potencial aplicagio na terapia do cancro foi seleccionada a

Tabela 1 - Caracterizagao da purificagao de plasmideos nas matrizes de afinidade com aminoécidos imobilizados.

Retencao relativa na coluna
Gradiente

Principais
Interaccoes

Caracterizacao do sc pDNA
purificado

Referéncias

Hidrofébicas;
Histidina [(NH,),SO,] - - + ++  Pontes de Hidrogénio; 45% > 97% 50% [6,7]
Decrescente
van der Walls
.. Electrostaticas; o o o
Lisina [NaCl] Crescente - - + ++ Pontes de Hidrogénio 45% >97% 44% [8]
- [NaCl] ou Electrostaticas; o o o
Arginina [Arginina] Crescente ) A * Pontes de Hidrogénio 79% > 97% 62% [,101
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Figura 1 — A) Perfil cromatogréfico representativo da purificagdo do plasmideo superenrolado a partir de lisado de E. coli usando a matriz arginina-agarose. A linha
tracejada representa o gradiente crescente de NaCl, com dois passos consecutivos de 240 e 300 mM. B) Electroforese em gel de agarose das amostras recolhidas
da coluna. As fracgbes correspondentes aos picos 1, 2 e 3 estdo respectivamente apresentadas nas linhas 1, 2 e 3. A- indica a amostra inicial, injectada na coluna

cromatografica. (adaptado de [9])

matriz de arginina para a purificagido da isoforma superenro-
lada. A figura 1 apresenta o perfil cromatogréfico (figura 1A)
e a electroforese em gel de agarose (figura 1B) que comprova
a purificagdo do plasmideo alvo. O plasmideo superenrola-
do, recuperado no pico 2 foi posteriormente encapsulado
em nanoparticulas [12] com o objectivo de manter a sua es-
tabilidade e facilitar a entrega as células.

Ap6s a preparagdo do plasmideo puro, a transfecgao foi rea-
lizada usando a linha celular A549, que consiste numa linha
de carcinoma de pulmio, e a internalizacdo do plasmideo
encapsulado foi acompanhada por microscopia confocal. O
sucesso da terapia génica depende da manutengdo da esta-
bilidade e actividade do plasmideo e também da sua entra-
da eficiente nas células. A figura 2A apresenta o plasmideo
encapsulado marcado a verde, o citoplasma da célula em
vermelho e o ndcleo marcado de azul, sendo comprovada
a entrada do plasmideo nas células eucariéticas. Para além
disso, é igualmente visivel a diferenca de distribuicdo do
plasmideo nas conformagdes circular aberta e superenrola-
da, apés 6 horas de transfecgdo. De facto, o plasmideo su-
perenrolado, por ser mais compacto, entra na célula mais
facilmente e é mais eficiente na internalizacio nuclear.

Com a confirmacdo da entrada do plasmideo na célula tor-
nou-se crucial caracterizar a expressdo da proteina p53, co-
dificada pelo gene clonado no plasmideo. As figuras 2B e 2C
representam a analise do resultado da expressao da proteina
p53 obtido por Western blot. A figura 2C apresenta a densi-
dade relativa das bandas resultantes de 2B, revelando uma
maior expressao associada a aplicagdo do plasmideo supe-
renrolado nas células. Dado que a expressao da proteina p53
pode conduzir a morte celular programada, este pardmetro
foi também avaliado para evidenciar o resultado da aplica-
¢do do plasmideo que codifica para esta proteina. A figura
2D revela o resultado da citometria de fluxo que permite
avaliar a apoptose. Este resultado mostrou um maior nivel
de apoptose nas células transfectadas com o plasmideo su-

perenrolado, purificado com a matriz de arginina. Assim, foi
possivel confirmar que a conformagdo do plasmideo € extre-
mamente relevante na determinagdo da eficacia terapéutica,
uma vez que € a conformagdo superenrolada do plasmideo
que apresenta maior actividade biolégica [13].

Conclusoes

Globalmente, foi apresentado um exemplo da aplicagdo de
uma metodologia eficiente para a purificacao selectiva de
plasmideos, usando cromatografia de afinidade com amino-
acidos imobilizados, que permite ndo sé6 a eliminagao de
contaminantes associados ao processo de produgdo recom-
binante, mas também o isolamento da isoforma biologica-
mente activa do plasmideo. O controlo rigoroso de todas
as condigdes utilizadas no processo de purificagdo é de
extrema relevancia para a manutengdo da estabilidade do
plasmideo, essencial a sua aplicagdo terapéutica. Os ensaios
revelaram ser possivel o restabelecimento da expressdo da
proteina p53 em células cancerigenas, sendo esta expressdo
mais significativa quando é aplicada uma formulagdo com
plasmideo superenrolado. Assim, a tecnologia apresentada
mostra potencial para o desenvolvimento de uma platafor-
ma que integra a produgao e purificacao de plasmideos com
qualidade adequada a aplicagdo em terapia génica.
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Figura 2 — Caracterizagao da transfecgao de células com o plasmideo purificado com a matriz de arginina-agarose e expressao da proteina p53. A) Imunofluorescén-
cia das células A549 transfectadas com o plasmideo encapsulado nas conformagdes superenrolada e circular aberta. O nicleo foi corado de azul (Hoesht® 33342),
o plasmideo esta marcado de verde (FITC) e a célula de vermelho (Anti-VE cadherin - Alexa 546 antibody). B) Analise da expressao da proteina p53 por Western
blot. C) Representagdo do resultado da expressdo da proteina p53 através da avaliagdo da densidade de bandas. D) Avaliagdo por citometria de fluxo da apoptose
mediada pela expressdo da proteina p53 nas células Hela, apds aplicagdo do plasmideo circular aberto (esquerda) e superenrolado (direita). (adaptado de [13])
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O uso de plasmideos convencionais como vectores para
transportar e entregar genes especificos até células alvo, com
aplicagées em terapia génica e vacinagdo com DNA, ganhou
um interesse considerdvel durante as Gltimas duas décadas.
Até o momento, foram iniciados e/ou realizados cerca de
470 ensaios clinicos de terapia genética usando plasmideos
(www.wiley.co.uk/genmed/clinical). No entanto, os resulta-
dos de ensaios clinicos com vectores plasmidicos em vaci-
nagdo com DNA e tratamentos de terapia génica tém sido
algo decepcionantes em termos de eficacia. Varios motivos
podem explicar esta falta de desempenho: /) o tamanho dos
plasmideos que dificulta a sua entrada na célula e ncleo,
Il) a existéncia de nucleases que degradam os plasmideos
durante o trafego extra- e intracelular e /ll) o silenciamento
da expressdo dos transgenes [1]. Como resultado, o nivel de
expressdo do transgene transportado pelo plasmideo é usu-
almente baixo e de curta duragdo. Os vectores virais cons-
tituem uma alternativa ao uso de plasmideos pois sdo mais
eficazes, mas apresentam alguns problemas de seguranca.
Pelo contrario, os plasmideos tém um histérico muito bom
em termos de seguranga clinica, embora existam algumas
preocupacdes relativas a inducao de reac¢des imunogénicas
indesejaveis e um potencial tedrico de integracdo no DNA
genémico do hospedeiro.

Alguns destes eventos prejudiciais podem ser atribuidos a
presenca de sequéncias de DNA de origem bacteriana pre-
sentes no vector plasmidico, tais como marcas de resisténcia
a antibiéticos, promotores ou motivos CpG ndo metilados.
Por exemplo, algumas sequéncias de DNA bacterianas pre-
sentes no plasmideo sdo responsaveis pelo silenciamento
do transgene [2]. Os motivos CpG bacterianos sdo também
capazes de iniciar respostas inflamatérias. Se devidamente
controlado, este efeito até podera ser vantajoso no caso de
vacinas de DNA, mas ndo é de todo desejavel num contexto
de terapia génica. Assim, a remogao dos motivos CpG de um
vector plasmidico pode melhorar substancialmente a segu-
ranca e a duragdo da expressdo da funcao terapéutica codifi-
cada [3]. Marcas selectivas de antibiéticos sdo normalmente
usadas em plasmideos pois sdo uma maneira conveniente
para a sua selec¢do durante a producdo. O uso destas marcas
é desaconselhado por agéncias reguladoras como a EMA e
FDA ja que pode aumentar o risco de disseminacdo de resis-

téncias a antibidticos para microrganismos ambientais e tam-
bém provocar reacgdes alérgicas devido a presenca de resi-
duos de antibidticos nas preparagdes de plasmideos. Embora
essenciais para a seleccdo e replicacdo durante a fase de
producgdo em Escherichia coli, a maior parte das sequéncias
descritas acima (motivos CpG, marcas selectivas, promotores
procariotas) ndo sdo necessarias para a expressao de genes
eucaridticos e, pelo contrario, podem dar origem a altera-
¢Oes na regulagdo transcricional e/ou p6s-transcricional dos
genes de interesse. A tendéncia actual a seguir no desenvol-
vimento de vectores de DNA passa pela exclusdo de sequén-
cias que sdo indteis do ponto de vista da aplicagdo final e
utilizagdo exclusiva de cassetes de expressao eucaridtica. Os
minicirculos constituem um exemplo destes novos vectores.

Os minicirculos sdo moléculas de DNA em dupla cadeia,
covalentemente fechadas, superenroladas e desprovidas
de sequéncias bacterianas, que apresentam normalmente
eficiéncias superiores de transfecgdo e expressdo de varios
transgenes quando comparados com os seus plasmideos pa-
rentais (revisto em [4]). O sistema tipico para a producgdo
de minicirculos inclui uma recombinagdo in vivo entre duas
repeticoes directas presentes no DNA plasmidico parental
(Figura 1). Este evento origina dois tipos de moléculas supe-
renroladas: uma molécula de minicirculo (MC), que trans-
porta a cassete de expressdo eucaridtica, e uma molécula
indesejada de miniplasmideo (MP) que possui os elementos
bacterianos necessarios a replicacdo do plasmideo parental.
Um processo de producdo de minicirculos contempla assim
uma fase inicial de replicacdo de um plasmideo parental,
seguida de uma etapa em que se promove a recombinagao e
consequente acumulagdo do MC alvo e do MP.

As primeiras tentativas para produzir minicirculos foram ba-
seadas numa Gnica cépia do gene duma recombinase inseri-
da no cromossoma do hospedeiro, resultando numa eficién-
cia de recombinacao relativamente baixa (<60%) [5]. Varios
trabalhos mostraram que a recombinagdo completa pode ser
conseguida se cada plasmideo parental possuir uma copia
de recombinase [6]. A recombinagdo completa do plasmi-
deo parental a partir do cromossoma é também possivel, se
a expressao for conduzida por mais do que uma cépia do
gene, tal como demonstrado pelo uso de dez cépias da inte-
grase ¢ C31 em E. coli [7].
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O uso de minicirculos em ensaios de terapia genética e va-
cinagdo com DNA é neste momento limitado pela falta de
tecnologias capazes de produzir quantidades de minicircu-
los a escala de gramas-kilogramas necessarias para efectu-
ar ensaios pré-clinicos e clinicos. Actualmente a produgdo
de plasmideos pode atingir produtividades volumétricas da
ordem dos 2,6 g/L [8], o que contrasta fortemente com os
valores obtidos na produgdo de minicirculos, que nio ultra-
passam os 5 mg/L [5-7]. Estas baixas produtividades podem
ser atribuidas a um pequeno nimero de recombinases e/ou
a uma actividade reduzida das recombinases expressas nas
células de E. coli na fase de méaxima producao de plasmideo
parental. Além disso, a separagdo de moléculas com carac-
teristicas fisico-quimicas muito semelhantes, como é o caso
de minicirculos, de miniplasmideos e plasmideos parentais
ndo recombinados, é muito problematica sendo os métodos
actualmente disponiveis baseados em estratégias complexas
que incluem processos de afinidade [6] ou reagentes téxicos
[5]. Claramente, é necessario desenvolver novos métodos de
produgdo e purificagdo para que a utilizacdo clinica de mi-
nicirculos se possa tornar uma realidade.

No nosso laboratério estamos a desenvolver um sistema ro-
busto e escaldvel para a producdo de grandes quantidades de
MCs. O plasmideo parental modelo foi construido de modo
a gerar MCs capazes de expressar a proteina reporter GFP,
que permite avaliar a eficiéncia de transfeccao em diferen-
tes linhas de células animais. A recombinase escolhida foi
a resolvase ParA que catalisa a recombinagdo in vivo entre
dois locais de resolucdo de multimeros (MRS). Esta recom-
binase esta sob o controlo transcricional do sistema pBAD/
AraC de expressao induzivel pela arabinose. Neste sistema
de recombinagdo observa-se alguma recombinagao indese-
jada do plasmideo parental em MCs e MPs na fase inicial de
replicagdo devido a expressdo da ParA nao induzida (leaky)
pelo promotor pBAD. Como consequéncia, as moléculas
de miniplasmideo geradas, mais pequenas que o plasmideo
parental, e que contém a origem de replicagdo acabam por
dominar a populagdo de plasmideos ainda antes da fase de
inducdo da recombinagao que devera ser feita apenas quan-

Figura 1 — O minicirculo é gerado in vivo em estirpes hospedeiras de E. coli a par-
tir dum plasmideo parental devido a actividade de resolvase ParA que catalisa a
recombinagdo intramolecular entre os locais MRS, originando duas moléculas de
DNA circular, uma contendo a cassete de expressao eucariética (minicirculo) e a
outra as sequéncias bacterianas (miniplasmideo). O gene da ParA resolvase sob
controlo apertado de transcrigdo pelo promotor pBAD/araC pode ser inserido no
plasmideo parental ou num plasmideo ajudante ou no cromossoma da bactéria.
(MRS: local de resolugdo multimeros do sistema da resolvase ParA; Peu: promotor
eucaridtico; GOI: gene codificante da proteina de interesse; polyA: sinal de polia-
denilagdo; Kan®: gene de resisténcia a canamicina; pUC ORI: origem de replicacdo
bacteriana; AraC: gene que codifica para o repressor do operdo arabinose; pBAD:
promotor do operdo BAD; parA: gene da resolvase ParA.

do a quantidade de plasmideo parental atinge valores eleva-
dos na cultura. Embora a adicao de glucose permita evitar
essa expressdo leaky da ParA, este aglcar, em condigdes de
crescimento celular em que o pH ndo é controlado, leva a
um abaixamento de pH e consequente inibicdo do cresci-
mento celular e da produgado de plasmideo parental, e logo
da produgao de MCs [9].

Para além da escolha da recombinase a usar é fundamental
definir que niveis da sua expressao sdo necessarios e em que
local (cromossoma ou plasmideo) o gene da recombinase
deverad estar localizado. Assim, trés sistemas diferentes para a
recombinacdo foram criados em que: /) o gene parA foi colo-
cado no plasmideo parental, //) a resolvase ParA foi expressa a
partir de um plasmideo ajudante que replica em baixo niime-
ro de copias e Ill) o gene parA foi inserido numa cépia Gnica
no cromossoma da estirpe hospedeira [9,10]. O aumento da
expressdo da resolvase ParA foi efectuado pela modificagdo
da sequéncia de ligagdo ao ribossoma (Ribosome Binding
Site) aumentando deste modo a eficiéncia de traducdo do
transcrito da resolvase ParA no hospedeiro [10]. A estirpe E.
coli BW27783, que é capaz de absorver mais facilmente a
arabinose presente no meio de cultura devido a expressao
constitutiva dum transportador da arabinose (AraE), foi usa-
da no nosso grupo como base para construgdo de estirpes
produtoras de minicirculos pois é mais sensivel ao indutor
(arabinose). Esta estirpe foi modificada por eliminagdo dos
genes criticos codificantes da endonuclease A (endA) e da
recombinase A (recA), originando uma estirpe (endA- recA)
capaz de produzir plasmideos em elevada quantidade e
qualidade e de absorver facilmente a arabinose indutora.
Esta estirpe serviu de base aos trés sistemas de produgdo da
resolvase ParA em estudo (plasmideo parental, plasmideo
ajudante, cromossoma), que promove a recombinagdo do
plasmideo parental em MCs e MPs. Os trés sistemas de pro-
dugdo mostraram eficiéncias de recombinacao relativamente
préximas (Tabela 1) excepto quando a resolvase contendo a
RBS original foi inserida numa cépia Ginica no cromossoma.
Um balango entre o nimero de cépias do gene da resolva-
se e a forca da RBS pode ser obtida (tabela 1) de modo a
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Tabela 1 - Eficiéncia de recombinagado em diferentes sistemas de expressao da
ParA resolvase induzidos no inicio da fase estaciondria. O plasmideo ajudante
é de baixo nimero de copias.

Eficiéncia de

Localizacao parA

recombinacao (%)

Plasmideo parental original 88
original 88
Plasmideo ajudante
optimizada 91
original 33
Cromossoma
optimizada 90

expressar as quantidades suficientes de resolvase para uma
recombinagdo eficiente. Em condigdes optimizadas foi pos-
sivel aumentar a producdo de MCs em fermentador em 10
vezes relativamente ao descrito na literatura.
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As células estaminais pluripotentes humanas (hPSCs), in-
cluindo as células estaminais embriondrias (hESCs) e as
células estaminais pluripotentes induzidas (hiPSCs), sdo
conhecidas pelas capacidades de proliferar indefinidamen-
te (auto-renovacdo) e de diferenciar em todas as células do
organismo adulto (pluripoténcia). Estas propriedades confe-
rem a estas células uma enorme aplicabilidade em medicina
regenerativa, terapia celular, rastreio de novos farmacos e
em investigacdo cientifica por constituirem modelos celula-
res Gnicos para o estudo e compreensdo dos processos de
desenvolvimento embriondrio e dos mecanismos associados
ao aparecimento e progressao de doengas [1].

Durante a tltima década as hPSCs tém sido indicadas como
potenciais solugdes para o tratamento de doengas originadas
pela morte e/ou falta de regeneragdo de células que cons-
tituem alguns tecidos (tais como as doencas de Alzheimer
e Parkinson [2], diabetes [3], enfarte do miocardio [4] ou
degeneragdo da retina [5]). No entanto, poucos ensaios cli-
nicos utilizando hPSCs ou derivados de hPSCs decorreram
até a data. Actualmente, apenas dois ensaios clinicos estdao
a ser realizados. Estes estdo a ser conduzidos pela Advan-
ced Cell Tecnhology e utilizam células derivadas de hESCs
para o tratamento de duas doengas oculares que afectam a
area central da retina (macula) e que conduzem a cegueira:
a distrofia macular de Stargardt e a degeneragao macular re-
lacionada a idade (www.clinicaltrials.gov, NCT01345006 e
NCT01344993).

Apesar dos indmeros avangos cientificos, a transicdo de
hPSCs e derivados para a clinica estd a ser lenta, em gran-
de parte devido a falta de metodologias robustas, passiveis
de aumento de escala e economicamente vidveis que as-
segurem a produgdo destas células em quantidade, pureza
e qualidade adequada para a sua aplicagdo terapéutica. A
complexidade inerente a este tipo células tem dificultado o
desenvolvimento destes processos, constituindo actualmen-
te, e durante os proximos anos, um desafio aliciante na drea.

Em geral, milhGes (10°) a bilides (10°) de células sdo neces-
sarias para regenerar um tecido. Por exemplo, estima-se que
para regenerar o tecido cardiaco apés um enfarte de miocar-
dio sejam necessarios 1-2x10° cardiomidcitos por paciente
[6]. Por outro lado é de extrema importdncia o desenvol-
vimento de protocolos eficientes que permitam controlar
o processo de diferenciacao celular, de modo a obter uma
cultura homogénea de células diferenciadas num tnico fe-
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nétipo desejado. E de conhecimento geral que as hPSCs no
seu estado indiferenciado apresentam um potencial tumo-
rogénico quando injectadas num paciente [7]. Desta forma,
é essencial desenvolver estratégias para eliminar eficiente-
mente as células indiferenciadas ou diferenciadas noutras
linhagens antes de proceder ao transplante das células de
interesse. Andlises de controlo de qualidade devem ser efec-
tuadas com regularidade, de modo a monitorizar o fendti-
po, gendtipo e funcionalidade das células ao longo de todo
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Figura 1 — Sistemas de cultura 2-D e 3-D de hPSCs. A) As hPSCs sao rotinei-
ramente cultivadas em monocamadas bi dimensionais (2: D) em placas. De
forma a melhorar a reprodutibilidade e eficiéncia das culturas, tém vindo a
ser desenvolvidos novos sistemas de cultura que permitem as células adquirir
uma conformagao tridimensional (3-D) semelhante a encontrada in vivo: agre-
gados celulares, células imobilizadas em microsuportes e microencapsulagao
de células em hidrogéis. B) Representagao esquemadtica de um biorreactor de
tanque agitado para cultivo de hPSCs. Os biorreactores oferecem um contro-
lo automatizado das condigdes ambientais (oxigénio dissolvido, temperatura,
pH) permitindo o desenvolvimento de processos robustos e reprodutiveis. Por
possibilitarem amostragens nao-destrutivas, os biorreactores permitem que a
cultura celular seja caracterizada ao longo do processo (por exemplo em ter-
mos de concentragdo e viabilidade celular, funcionalidade, pureza e perfil
genético).
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Figura 2 — Caracterizagdo de PSCs e de cardiomidcitos derivados de PSCs. A)
hESCs imobilizadas em microsuportes demonstrando o marcador de pluripo-
téncia OCT-4 (verde). B-C) Coldnias de hESCs (B) e iPSCs (C) evidenciando
os marcadores de pluripoténcia (OCT-4 — verde; Sox-2 — vermelho; Nucleos
— azul). D) hESCs microencapsuladas em alginato apresentando uma marca-
¢ao positiva para a fosfatase alcalina (rosa) confirmando o cardcter pluripoten-
te. E-F) Cardiomidcitos derivados de iPSCS cultivados em monocamada 2-D
(marcadores especificos de cardiomidcitos: Titin - vermelho e aMHC - verde;
Nicleos - azul). G-H) Agregados 3-D de cardiomidcitos (Colagénio tipo | —
vermelho; aMHC - verde; Nicleos - azul). As barras de escala correspondem
a 50 um (B, E, F); 100 um (A, D, G, H) e 200 um (C).

o processo. As células indiferenciadas devem manter a sua
pluripoténcia, bem como a sua estabilidade genética e epi-
genética, apds expansdo. Os derivados de hPSCs devem ex-
pressar os marcadores caracteristicos deste tipo de células e
serem funcionais in vitro e in vivo. Além disso, todos os pro-
cedimentos (o isolamento, a propagagao, a diferenciagao e a
criopreservagdo) bem como todos os componentes para cul-
tura celular (matrizes, meios de cultura e de criopreservagao,
suplementos) devem ser compativeis com as boas praticas
de manufactura (GMP, Good Manufacturing Practice) e cum-
prir a regulamentagao proposta pela Agéncia de Alimentos e
Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration) ou pela
Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA).

Um dos maiores desafios na cultura de hPSCs consiste em
compreender e conseguir controlar os mecanismos de deci-
sdo celular. Na realidade o destino das células estaminais é
estritamente dependente de estimulos provenientes do am-
biente extracelular. Estes estimulos afectam as células em
diferentes escalas temporais e espaciais e podem conduzir
a destinos celulares especificos, como promover e controlar
a proliferagdo, diferenciagdo ou morte celular. Os estimulos

que regem predominantemente o destino das células estami-
nais provém: /) da matriz extracelular, I/) de factores soltveis,
11 de interaccoes célula-célula, 1V) de forgas fisicas e V) de
factores fisico-quimicos [1]. Portanto é essencial identificar e
compreender estes estimulos de modo a recrear o microam-
biente ideal para cultivar hPSCs e derivados.

As hPSCs sdo tradicionalmente cultivadas em monocamadas
bi-dimensionais (2-D), em placas (Fig. 1 A) ou nos designa-
dos T-flasks. No entanto, estes sistemas de cultura estao asso-
ciados a elevada heterogeneidade, baixa reprodutibilidade,
impossibilidade de monitorizagdo e controlo ambiental e
baixos rendimentos de produgdo, o que limita a sua utili-
zacgdo numa escala clinica ou industrial. Do ponto de vista
industrial, a forma mais robusta e eficaz de produzir produ-
tos baseados em hPSCs consiste em cultivar estas células em
sistemas dindmicos que permitam as células adquirir uma
conformacao celular tridimensional (3-D) semelhante a en-
contrada nos tecidos. Alguns exemplos de culturas 3-D, sdo
os agregados celulares [8, 9], a imobilizagio das células em
microsuportes [10] ou a microencapsulagdo de células em
hidrogeis [11] (Fig. T A). De facto, as estratégias de cultura
3-D ao proporcionarem um contexto celular mais semelhan-
te ao préprio microambiente das células, melhoram signifi-
cativamente a viabilidade e a funcionalidade das mesmas,
oferecendo um maior grau de robustez, consisténcia e pre-
visibilidade ao processo. A cultura de células em 3-D faz-
se normalmente em sistemas dinamicos, como por exemplo
em biorreactores. Estes sistemas apresentam indmeras van-
tagens para o cultivo de células estaminais, nomeadamente:
permitem a monitorizagdo e o controlo das condigbes am-
bientais, uma mistura homogénea da cultura, amostragens
ndo-destrutivas para caracterizar com regularidade a cultura
e a produgdo em larga escala. A utilizagdo de biorreactores
representa assim um elemento-chave para o desenvolvimen-
to de bioprocessos automatizados, padronizados, rentaveis e
reprodutiveis (Fig. 1 B). Actualmente, existe uma grande va-
riedade de biorreactores disponiveis para cultivo de hPSCs,
como por exemplo, biorreactores de tanque agitado, biorre-
actores rotativos, dispositivos microfluidicos e sistemas des-
cartaveis com configuragdes especificas tais como os biorre-
actores Wave e PBS (Pneumatic Bioreactor System).

A necessidade crescente de hPSCs e derivados para aplica-
¢Oes terapéuticas exige também o desenvolvimento de me-
todologias de criopreservacao eficientes que ndo comprome-
tam a viabilidade, as caracteristicas e potencial das células.
Para uma vasta variedade de tipos de células o processo
de criopreservagdo € relativamente simples e eficiente, no
entanto para sistemas celulares sensiveis e complexos tais
como a cultura de hPSCs em monocamada ou em 3-D, os
processos de criopreservagdo actualmente existentes afec-
tam a viabilidade e a funcionalidade das células ap6s o des-
congelamento.

Na Unidade de Tecnologia de Células Animais (iBET), o nos-
so grupo tem vindo a desenvolver bioprocessos para a produ-
¢do e criopreservagdo de hPSCs e derivados. Essencialmente
tém sido desenvolvidas estratégias integradas que combinam
métodos de cultura 3-D com o controlo e manipulagao de
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diversas varidveis criticas ao bioprocesso utilizando biorre-
actores. Estudos anteriores revelaram que o controlo do oxi-
génio dissolvido (30% de ar saturado) e a utilizagdo de um
sistema de perfusdo continua, sdo pardmetros fundamentais
para a expansao de hESCs no seu estado indiferenciado. Es-
tas condigdes ambientais em combinacdo com a cultura 3-D
em microsuportes (Fig. 2 A) permitiram um melhoramento de
12 vezes no rendimento de expansdo celular relativamente
aos métodos de cultura 2-D em sistema estdtico (Fig. 2 B-C)
[10]. A tecnologia de microencapsulagdo de células em al-
ginato revelou também ser importante para melhorar o pro-
cesso de expansdo de hESCs e desenvolver um bioprocesso
integrado com protocolos de criopreservagao. Esta estratégia
garantiu rendimentos de expansdo celular elevados (aumen-
to de cerca de 20 vezes na concentragao celular) e percenta-
gens de viabilidade celular altas apds a criopreservagao (Fig.
2 D) [11]. Mais recentemente, 0 nosso grupo tem-se focado
na implementagdo de bioprocessos integrados e escalona-
veis para expansao, diferenciagdo dirigida e purificagdo de
derivados de hPSCs, como por exemplo cardiomidcitos (Fig.
2 E-F). Para tal tém sido utilizados sistemas de cultura 3-D
(agregados celulares, Fig. 2 G-H) e biorreactores onde as
condi¢des ambientais essenciais para promover a diferen-
ciagdo de hPSCs em cardiomidcitos funcionais podem ser
minuciosamente controladas e monitorizadas.

Pretende-se que as estratégias inovadoras desenvolvidas pelo
nosso grupo e o conhecimento obtido nestes projectos pro-
porcionem uma nova forma de originar e dinamizar platafor-
mas “ideais” e flexiveis para a producdo de hPSCs e deriva-
dos, possiveis de serem transferidos para a clinica / industria.
Neste momento, as metodologias desenvolvidas estdo a ser
adaptadas para a produgio de outros derivados de hPSCs
(por exemplo, neurénios e hepatdcitos), potenciando assim
um amplo espectro de aplicagdes destas células em medici-
na regenerativa, em toxicologia e no rastreio de drogas.
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Resumo

Novas estratégias terapéuticas baseadas em células estaminais, para corrigir ou regenerar tecidos e 6rgdos disfuncionais, tém
sido implementadas ao longo das tltimas décadas, tendo um futuro promissor no tratamento de doengas degenerativas para as
quais ndo existem tratamentos eficazes. As células estaminais pluripotentes, com a capacidade de proliferar indefinidamente
e de se diferenciar em qualquer tipo celular do organismo adulto, apresentam grande potencialidade na drea da medicina
regenerativa. Este artigo faz uma breve revisdo sobre as células estaminais pluripotentes induzidas, com foco no processo de

reprogramacao e potencial terapéutico destas células.

iPSC, Novas Células Estaminais

As células estaminais adultas ou somaticas (ASC, do inglés
Adult Stem Cells), sao células localizadas nos varios tecidos
do organismo adulto mantendo-se num estado indiferencia-
do ou ndo especializado. As ASC tém a capacidade de auto-
renovagao e de se diferenciarem em células especializadas,
de modo a manter ao longo da vida, a homeostasia e as fun-
¢bes especificas do 6rgao onde estdo presentes. A utilizagdo
terapéutica das ASC na reposigao celular, em tecidos ou 6r-
gdos danificados, é utilizada com sucesso ha varios anos,
mas € limitada devido a reduzida capacidade proliferativa e
de sobrevivéncia destas células em laboratério [1]. As célu-
las estaminais embriondrias (ESC, do inglés Embryonic Stem
Cells), ao contrario da maioria das ASC, tém a capacidade
de proliferar em cultura, tornando-se numa fonte ilimitada
de células. Contudo, o risco de rejeicdo imune, o fato de
possuirem um elevado potencial de tumorogénese e as pre-
ocupagoes éticas levantadas pela necessidade da destruicao
de embrides humanos para obtengao das ESC, limitaram a
investigacdo e impossibilitaram a sua utilizagao clinica, le-
vando a comunidade cientifica a encontrar alternativas para
originar novas células pluripotentes. Em 2006, Shinya Yama-
naka, premiado do Nobel da Medicina em 2012, e colabo-
radores descreveram pela primeira vez a reprogramacao de
células somaticas de ratinho em células estaminais pluripo-
tentes induzidas (iPSC, do inglés Induced Pluripotent Stem
Cells) com caracteristicas semelhantes as das ESC, por ex-
pressdo forgada de quatro fatores de transcricdo necessarios
para a pluripoténcia, Oct4, Sox2, KIf4 e Myc [2]. Esta nova
estratégia de reprogramagdo aplicavel as células humanas,
tem despertado um grande interesse na comunidade cientifi-
ca e médica por constituir uma alternativa vidvel as ESC hu-
manas, e para o desenvolvimento de terapias personalizadas,
dado que estas células podem ser originadas a partir de cé-

lulas adultas do préprio paciente (Figura 1) [3]. A utilizagdo
de iPSC tem ainda a vantagem de superar as preocupagdes
éticas ligadas a origem embriondria das ESC humanas. No
entanto, as iPSC e as ESC apresentam diferengas nos seus
padrdes de expressdo génica, e ademais, nas iPSC foram por
vezes detetadas mutagdes inerentes ao processo de reprogra-
macao [4], acrescentando preocupagdes adicionais as das
ESC para a sua utilizagdo na prética clinica. Assim, para a
utilizagdo segura das iPSC em aplicagdes clinicas, é necessa-
rio otimizar os procedimentos para aumentar a eficiéncia da
reprogramacao, suprimir o risco de mutagénese do processo
e evitar o uso de fatores de reprogramagao pré-oncogénicos
e de vetores que se integram no genoma para expressao. Um
enorme esforgo foi ja feito nesse sentido, e recentemente,
a reprogramagdo de fibroblastos de ratinho foi conseguida
apenas com compostos quimicos adicionados ao meio de
cultura [5].

Mecanismos Moleculares da Reprogramacao

A manutencdo da pluripoténcia é controlada por fatores de
crescimento e vias de sinalizacdo, Activina e o fator bdsi-
co de crescimento de fibroblastos (bFGF) no caso das ESC
humanas, e o fator inibidor de leucemia (LIF) nas ESC de
ratinho. Estas vias, por sua vez, ativam uma rede de fatores
de transcricdo conservados nas ESC humanas e de ratinho,
entre os quais Oct4, Sox2 e Nanog, sdao cruciais para a ex-
pressdo de genes necessarios a auto-renovagao e impedindo
a diferenciagdo das ESC. Outras vias de sinalizagao e fatores
de transcri¢do auxiliares, como Klf4 e Myc, sinergizam com
Oct4, Sox2 e Nanog. A expressdo forcada de Oct4, Sox2,
KIf4 e Myc (ou novas combinagdes de genes) em células so-
maticas, e o crescimento destas em condigdes de cultura das
ESC, possibilita a reversdo do estado de diferenciagdo das
células e permite a aquisi¢ao de propriedades de pluripotén-
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cia em cerca de 30 dias [6]. A andlise temporal da expressdo
génica indica que este processo ocorre em etapas sucessivas
(Figura 2). A fase de iniciagdo, é caracterizada pelo aumento
estocdstico da expressdo de genes envolvidos na transi¢cdo
mesenquimal-epitelial, proliferacdo celular, reparagdo de
DNA, processamento do RNA, modificagbes epigenéticas,
metabolismo e repressdo de genes associados ao desenvol-
vimento embrionario [7]. Esta fase podera resultar da agdo
de Myc exdgeno, fator “amplificador” da expressao de genes
previamente ativos nas células somaticas, e de Klf4 exégeno
que limita os efeitos apoptéticos e de transformacao induzi-
dos por Myc. Estas mudangas de expressdo génica levam a
maior parte das células a entrar em senescéncia, apoptose
ou a transdiferenciar (originar células somaticas com fungdes
distintas). Contudo, algumas células sdo encaminhadas para
o processo de reprogramacdo, entrando numa fase inter-
média caracterizada pela ativagdo estocastica de genes de
pluripoténcia, enzimas da glicélise, e ativagdo transitéria de
reguladores do desenvolvimento. Esta etapa € inicialmente
promovida por uma ligacdo nio especifica dos fatores Oct4,
Sox2 e KlIf4 exdgenos a regides do genoma transcricional-
mente inativas ou pouco ativas, desencadeando a abertura
generalizada da cromatina e aumentando a probabilidade de
ativagao de genes de pluripoténcia reprimidos nas células
somdticas. A ativagao da expressdo endégena de Sox2 con-
clui a fase intermédia, e marca o inicio da fase de maturacdo
e estabilizagdo das células destinadas a reprogramagdo em
iPSC. Sox2 coordena a ativagdo e estabilidade da expressdo
dos genes de pluripoténcia, em particular Nanog e Oct4 [8].
Em conjunto, os fatores Sox2, Nanog e Oct4 endégenos co-
operam para restringir a expressao dos genes especificos das
ESC, promovendo a auto-renovagao e pluripoténcia das iPSC
sem a necessidade de fatores exégenos. Nesta fase ocorre
ainda o silenciamento de transgenes usados para a repro-
gramagdo, o estabelecimento das marcas epigenéticas es-
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Figura 1 — iPSC humanas e as suas aplicagoes.
As iPSC obtidas a partir de células somaticas au-
télogas podem ser diferenciadas no tipo celular
necessario para a terapia do paciente e também
para diversas aplicagdes in vitro: (a) modeliza-
¢ao de doencas para estudar mecanismos mole-
culares patolégicos, (b) desenvolvimento de ras-
treios de farmacos para terapias personalizadas,
e (c) para avaliar a toxicidade de farmacos em
células derivadas das iPSC.

pecificas das ESC e a reorganizagdo do citoesqueleto e dos
cromosomas. Parte do nosso trabalho de investigacdo tem
por objetivo a compreensao do papel de novos fatores auxi-
liares nos mecanismos de regulagdo da auto-renovacao e de
proliferagdo das ESC, e determinar o beneficio desses fatores
no processo de reprogramagao.

iPSC e suas Aplicacoes Terapéuticas

Vdrios ensaios experimentais em animais mostraram o gran-
de potencial terapéutico das células derivadas de iPSC hu-
manas, mas a sua aplicagdo clinica apenas comega a ser
implementada. Nos Estados Unidos, estd agora a ser desen-
volvido um ensaio clinico utilizando plaquetas derivadas de
iPSC na trombocitopenia refrataria. As plaquetas sdo frag-
mentos citoplasmicos anucleados que podem ser irradiados
para remogdo de eventuais células contaminantes. Outro
ensaio clinico esta a decorrer com queratinécitos derivados
de iPSC corrigidos geneticamente para tratar epidermdlise
bulhosa, uma doenga rara da pele. No Japao, investigadores
receberam a aprovagdo do governo para realizar um ensaio
clinico utilizando epitélio pigmentado da retina derivado de
iPSC, para tratar uma forma de degeneragao da mécula rela-
cionada com a idade [9].

Além do potencial terapéutico, existem outras aplicagoes
desta tecnologia inovadora, tal como a modelizagao de do-
engas in vitro utilizando iPSC reprogramadas a partir de do-
entes [3]. As iPSC, ou células delas derivadas, constituem
uma ferramenta biotecnoldgica atraente para a industria far-
macéutica, para efetuar rastreios high throughput e identifi-
car medicamentos adequados para a corregdo dos distdrbios
celulares subjacentes ao estado patolégico, para substituir os
testes em animais e determinar a toxicidade de novos farma-
cos em células humanas representativas das doengas alvo.
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Conclusoes

As iPSC abriram novas portas para a compreensdo dos me-
canismos subjacentes a patologias e oferecem perspecti-
vas novas de tratamento de indmeras doencgas. As iPSC ja
se encontram em ensaios clinicos, no entanto é necessario
compreender 0s mecanismos moleculares que regem a sua
reprogramacdo e diferenciacdo para aproveitar plenamente
o seu potencial terapéutico.
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Figura 2 — Reprogramacao de células somaticas
em iPSC. Ver texto principal para mais detalhes.
A expressao de Sox2, Oct4, Myc e Klf4 em cé-
lulas somadticas cultivadas na presenca de LIF
(células de ratinho) ou bFGF (células humanas)
inicia o processo de reprogramacao. As células
seguem depois para uma fase intermédia que
é finalizada pela ativagdo de Sox2 endégeno.
Sox2 determina a fase de maturagdo e estabi-
lizagdo em conjunto com Nanog e Oct4, pro-
movendo a auto-renovagao e pluripoténcia das
iPSC sem mais necessitar de fatores exdgenos.
As iPSC sdo caracterizadas pela expressdo de
marcadores de pluripoténcia, tal com Oct4 e
Nanog, a fosfatase alcalina (AP) e o marcador
embriondrio de superficie (SSEAT). A activagdo
temporal destes genes esta indicada.
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No caminho para a aplicacao terapéutica das
células estaminais, extraidas a partir da matriz
do cordao umbilical (UCX®),
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ECBio, Investigacdo e Desenvolvimento em Biotecnologia S. A.
Rua Henrique Paiva Couceiro, 27, 2700-451 Amadora, Portugal

E-mail: miguel.santos@ecbio.com

O enfarte agudo do miocdrdio ocorre quando a obstrugdo de
uma artéria corondria restringe gravemente o fornecimento
de sangue a uma regido do coragdo. Mesmo quando a lesdo
é menos extensa, o coragdo pode ndo ser capaz de bombear
adequadamente; produzindo-se entdo uma insuficiéncia car-
diaca. O coragdo lesionado pode dilatar-se enfraquecendo
desta forma o parénquima cardiaco.

Os nuimeros revelam que, diariamente, as doencas cardio-
vasculares causam a morte a mais de 100 portugueses, o que
representa cerca de 35 por cento da mortalidade total anual,
sendo as principais causas os acidentes vasculares cerebrais
(AVC) e o enfarte do miocérdio (ataque cardiaco). Ainda as-
sim, e de acordo com Fundagao Portuguesa de Cardiologia,
as doencas cardiovasculares estdo a causar menos mortes em
Portugal mas o nimero de incapacidades é cada vez maior, o
que representa um encargo muito elevado para o SNS [1-7].
Nao nos podemos esquecer que 17% da populagio portu-
guesa diz ser hipertensa, 19% da populagdo ainda diz ser fu-
madora de mais de 20 cigarros por dia, e que 50% da popu-
lagdo portuguesa apresenta excesso de peso. Sendo também
Portugal um dos paises da Unido Europeia onde mais calo-
rias se consomem, e onde menos actividade fisica se pratica,
podemos afirmar que o nosso pais apresenta todos os poten-
ciais factores de risco para doencas cardiovasculares, com
indices bastante alarmantes [2-6]. O parénquima do coragdo
é um tecido com reconhecida capacidade de auto-regenera-
¢do. Sabe-se hoje que esta capacidade é devida, em grande
parte, a acgdo de células com cardcter estaminal, sejam elas
precursoras cardiacas existentes no proprio parénquima, ou
de caracter mesenquimatoso, recrutadas a partir da medula
6ssea ou de outros tecidos adjacentes. Seja qual for a sua
origem, a utilizagao de células estaminais com o fim de pro-
mover a regeneragdo do musculo cardiaco pés-enfarte é hoje
tema de variadissimos programas de investigacdo na area da
medicina regenerativa.

A controvérsia gerada pelas células estaminais embriondrias
(ESC), e a mais recente descoberta que as células pluripoten-
tes induzidas (iPS) ttém grande instabilidade genémica apds
expansao [8], tem conduzido cada vez mais a investigagao
sobre o potencial das células estaminais somaticas, adultas

Boletim de Biotecnologia .

e neonatais, como alternativas terapéuticas. O dogma que
considerava o coragdo como um 6rgao pds-mitético foi ques-
tionado pela demonstragdo de uma continua regeneracio
dos cardiomidcitos constituintes do parénquima cardiaco
através da diferenciagdo de células precursoras cardiacas
residentes, e de células estaminais mesenquimatosas prove-
nientes da medula 6ssea (BM-MSCs). Diversos modelos ex-
perimentais foram desenvolvidos no sentido de se proceder a
transplantagdo de células estaminais para regides isquémicas
ou nio-funcionais do miocardio. Consequentemente, nos ul-
timos anos, tem sido explorada a hipétese de utilizar células
estaminais somaticas adultas, com uma incidéncia légica nas
BM-MSCs, dado o seu caracter autélogo (do préprio para o
préprio), e por se pensar que naturalmente participassem ja
activamente no processo regenerativo [9-10]. A regeneracao
do miocardio apés enfarte, através da utilizagdo das MSCs,
pode ser conseguida por duas abordagens distintas. A pri-
meira refere-se a um transplante autélogo em que as células
sdo isoladas da medula dssea (ou de outro tecido adulto do
préprio paciente, como seja o tecido adiposo) e re-injecta-
das directamente no miocérdio ou corrente sanguinea algum
tempo ap6s o enfarte [9-10]. A segunda baseia-se na mobili-
zacdo de células estaminais. Para tal é necessario estimular o
desenvolvimento de populagées especificas na medula 6ssea
que seguidamente sdo encaminhadas para a regido do enfar-
te podendo sofrer transdiferenciacao in situ [11-18].

Os resultados do primeiro ensaio clinico (Fase I) foram publi-
cados em 2004, apenas 2 anos ap6s a capacidade de trans-
diferenciacdo das BM-MSCs em cardiomidcitos ter sido re-
portada pela primeira vez [19]. Depois disso, muitos ensaios
clinicos de Fase I/Il ttm vindo a ser realizados envolvendo
um nimero de pacientes que ja ascende as centenas. Na
globalidade, ficou demonstrado que a infusdo intracoronaria
de BM-MSCs em pacientes com enfarto agudo do miocardio
é segura [20-24]. Relativamente ao beneficio, os resultados
demonstram, em média, um pequeno incremento positivo
funcional (fraccdo de ejeccdo ventricular), principalmente
em pacientes padecendo de patologia cuja gravidade é mé-
dia/ severa. Em pacientes com patologia de baixa gravidade,
o efeito, em média, ndo é significativo. A conclusao principal



é que a variabilidade é tremenda em termos de efeito tera-
péutico, e essa variabilidade é devida essencialmente a natu-
reza da medula éssea, assim como de outras fontes autdlogas
de MSCs para terapia, como sejam o sangue periférico e o
tecido adiposo [20-24].

Mais especificamente, em termos praticos, a utilizagdo das
BM-MSCs apresenta algumas limitagdes importantes, como
sejam: /) o processo de obtencdo da medula éssea a partir
do proprio paciente ndo deixa de ser um processo invasivo,
acarretando algum riscos; /) as BM-MSCs existem em pe-
quenas quantidades relativas na medula dssea (as BM-MSC
sdo apenas 1:10.000 células totais da medula dssea), e a sua
multiplicagdo esta limitada por uma senescéncia precoce
relativamente a algumas alternativas. Isto faz com que se
opte por um preparado heterogéneo e indefinido que nao
da garantias de sucesso; //l) a eficiéncia com que se isolam
BM-MSCs vidveis a partir de doentes debilitados, por vezes
com historial clinico complexo, é muito baixa e, para além
disso, a eficiéncia de isolamento de BM-MSCs estd ainda re-
lacionada de forma negativa com idade do paciente /V) a ne-
cessidade de infra-estrutura em ambiente hospitalar e know
how técnico e regulamentar dos clinicos para isolar e ex-
pandir BM-MSCs a partir duma populagdo celular altamente
heterogénea, assim como para elaborar um preparado far-
macéutico em tempo Util para o paciente, acarreta questoes
técnicas e logisticas dificeis de ultrapassar. Como tal, opta-se
normalmente por um preparado de medula dssea, contendo
uma fracgdo de células mononucleadas da medula contendo
uma populagdo heterogénea de células sem qualquer defini-
¢do quantitativa ou qualitativa relativamente ao contetido de
MSCs [18-24].

O ideal seria ter acesso imediato a um produto celular, segu-
ro, superior em termos de poténcia terapéutica, que estivesse
armazenado e disponivel sempre que necessario administrar
ao paciente, sem limitagoes de dose e tempo para adminis-
tracao.

A ECBio, Investigacdo e Desenvolvimento em Biotecnologia,
SA; é uma empresa biofarmacéutica dedicada ao desenvolvi-
mento de medicamentos inovadores a base de células estami-
nais isoladas a partir de tecidos neonatais (www.ecbio.com).

Nos ultimos anos, a ECBio tem vindo a focar a sua actividade
na aplicagdo clinica do subtipo de células estaminais mesen-
quimatosas (mesenchymal stem cells - MSCs) constituintes
do tecido (Geleia de Wharton) do cordao umbilical.

As MSCs sdo caracterizadas por terem um enorme poten-
cial de auto-renovacao, sendo capazes de se diferenciar em
mdltiplos tipos de células especializadas, como sejam cé-
lulas dsseas, células cartilagineas, células constituintes do
musculo-esquelético, células produtoras de insulina e célu-
las neurais [25]. Para além disso, as MSCs tém a capacidade
de promover a regeneracdo autéloga de tecidos através de
mecanismos paracrinos, envolvendo a secrecao de factores
tréficos como as citocinas e outros factores de crescimento
que estimulam a acgdo regenerativa de células precursoras
residentes nos tecidos lesados, assim como o recrutamento
de outras células circulantes [25-26].

A ECBio desenvolveu um protocolo de isolamento de MSCs
a partir do tecido do corddo umbilical (matriz ou Geleia de
Wharton) bem definido em termos do nimero de células
obtidas por massa de tecido inicial [27]. O processo de ob-
tencdo de corddes umbilicais, considerados residuos cirtrgi-
cos, é um processo totalmente ndo invasivo, ndo acarretan-
do qualquer risco para o dador. Para além disso, o nivel de
eficiéncia atingido ap6s optimizagao fez com este protocolo
originasse uma populagdo de células bem caracterizada a
partir de 100% das amostras biolégicas de corddo umbilical
processadas, e em niimeros compativeis com o desenvolvi-
mento de bancos de células para terapia em humanos [27].
Ao contrdrio das BM-MSCs, as células do tecido do cordao
umbilical existem em grandes quantidades na Geleia de
Wharton, ndo estando a sua expansao para aplicagao clinica
limitada por senescéncia celular, mesmo em situagdes onde
a administragdo de doses mdiltiplas podera ser necessaria. A
ECBio comprovou que estas células mantém o fenétipo me-
senquimal, estabilidade genémica e auséncia de propensdo
para induzir a formagao de teratomas até niveis de expansao
muito elevados, bastante acima do necessario para estabele-
cer um Master Cell Bank (MCB) e Working Cell Bank (WCB)
para terapias celulares (Figura 1) [27].
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Figura 1 — A capacidade de expansao ex vivo em cultura do produto celular da
ECBio - UCX® (A.) foi controlada sob vérios pontos de vista: capacidade de ex-
pansao (B.), manutencdo do fenétipo mesenquimatoso, através da andlise de
expressao de marcadores de superficie celular especificos para as MSC (C.); e
estabilidade genémica, através da andlise da estabilidade genotipica ao longo
da expansao celular (D.). A caracterizagdo do produto em termos de poténcia
passa pela avaliagdo da capacidade das células se diferenciarem em células
especializadas das trés camadas germinativas. No caso da diferenciacdo em
cardiomidcitos, as células foram detectadas através de imunofluorescéncia,
utilizando um anticorpo primdrio contra uma proteina tipica dos tecidos mus-
culares, a Troponina T cardiaca. Para efeitos de localizacdo das células em
cultura, os nicleos celulares foram detectados com o fluorocromo DAPI. Na
cultura das células controlo sé é possivel detectar os ndcleos corados com
DAPI (E.). Nas células diferenciadas é possivel também observar o citoesque-
leto, corado para a Troponina T. Barras de escala = 100 um.
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Estas caracteristicas fazem com que este protocolo seja ideal
para ser aplicado em rotina em investigacdo e servicos de
criopreservacao e terapia celular. Tanto os aspectos técnicos
como as aplicagbes do método estdo protegidos por paten-
te e constituem a plataforma tecnoldégica MATRIXSTEM® da
ECBio [27]. Recentemente, derivou a partir da plataforma
MATRIXSTEM® o registo de marca do primeiro produto tera-
péutico a base de células estaminais em Portugal - UCX®. A
marca UCX® foi criada no sentido da aplicagdo clinica, mais
precisamente, o método patenteado e protegido por patentes
sob o registo MATRIXSTEM® foi adaptado para a producao
dum produto medicinal de terapia avangada (Advanced The-
rapy Medicinal Product - ATMP), de acordo com as direc-
tivas Europeias [28-29]. O registo nacional e internacional
da marca UCX® foi um dos principais resultados obtidos a
partir dos projectos QREN 2008/1467 (TERACEL) e QREN
2009/5294 (CARDIOCEL), promovidos pela ECBio.

Estes projectos permitiram também reunir evidéncias cienti-
ficas que suportam ndo s6 aspectos de seguranca/qualidade,
mas também as especificidades relacionadas com a poténcia
do produto UCX®, como seja a sua capacidade de diferen-
ciagdo cardiomiocitica (Figura 1). A ECBio foca agora a sua
intervencdo em areas que claramente tiram partido das pro-
priedades alogénicas (auséncia de imunogenicidade), imu-
nossupressoras do produto UCX®, claramente comprovadas
em colaboracdo com a Unidade de Cellular Immunology
(IMM.FMUL) [30].

Mais recentemente, e tirando desta feita maior partido das
propriedades pré-angiogénicas e de recrutamento de outras
MSCs circulantes do produto UCX®, a ECBio reuniu, em co-
laboracdo com o Grupo de Novas Terapias (INEB.UP), for-
tes evidéncias relativas ao efeito terapéutico que o produto
UCX® pode ter na regeneracdo do miusculo cardiaco. Os
estudos ja efectuados com administragcdo do produto UCX®
em modelos de murganho, para o enfarte do miocardio, de-
monstraram claramente que o tratamento promove um au-
mento da capacidade de contracgdo ventricular, assim como
a vasculogénese na zona lesada. Para além disso, o produto
UCX® protege os cardiomiécitos da morte programada e in-
duz a proliferacdo de células progenitoras cardiacas in vitro
(resultados submetidos para publicagdo internacional). A im-
portancia destes resultados, assim como da descoberta dum
mecanismo pelo qual as células na base do produto UCX®
sdo capazes de recrutar outras células mesenquimais circu-
lantes in vivo, trabalho este realizado em colaboragdo com
o grupo de Translational Medical Oncology, Health Research
Institute of Santiago (IDIS); Complexo Hospitalario Universi-
tario de Santiago de Compostela/SERGAS, vieram reforgar a
opcdo estratégica da ECBio pela investigacdo translacional,
e pelo posicionamento da sua acg¢ao na area cardiovascular.

A ECBio arranca agora com uma nova fase pré-clinica deste
seu projecto, que consiste na adaptagdo do método de isola-
mento e preparagdo do seu produto celular para condigdes
de boas praticas de fabrico (GMP). Far-se-a depois a caracte-
rizacdo dos respectivos Master e Working Cell Banks (MCB e
WCB) que auspiciamos levard a primeira certificacdio ATMP
em Portugal.
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A ECBio estd presentemente a desenvolver vérias aplicagoes
terapéuticas com base nas UCX®, maioritariamente em fase
pré-clinica, e pretende iniciar ensaios clinicos nos préximos
dois anos.
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Resumo

As bactérias do complexo Burkholderia cepacia (Bcc) sdo patogénicos capazes de causar infecgdes graves e por vezes letais,
especialmente em doentes com fibrose quistica. Varias infecgdes nosocomiais com estirpes Bcc tém sido reportadas em outros
doentes, tais como doentes com cancro. A emergéncia de estirpes multirresistentes impde a procura de novas solugdes para a

erradicacdo das infecgdes.

No presente trabalho descrevem-se duas estratégias usadas para a identificacdo em bactérias do Bcc, de genes envolvidos na
viruléncia e de pequenos RNAs ndo codificantes. Estas estratégias visam a identificacdo de proteinas e vias regulatdrias que
possam ser exploradas como alvos no desenvolvimento racional de novas abordagens terapéuticas no combate as infecgdes

causadas por estas bactérias.

Infeccoes por bactérias do complexo
Burkholderia cepacia

As bactérias do complexo Burkholderia cepacia (Bcc) emer-
giram ha cerca de 30 anos, como patogénios oportunistas
em humanos, especialmente em portadores da doenga gené-
tica fibrose quistica (FQ) [1]. As infecgdes causadas por estes
patogénios podem ser assintomdticas ou crénicas, causando
um declinio gradual da fungdo pulmonar. No entanto, al-
guns dos doentes com FQ infectados pelas bactérias do Bcc
podem ainda desenvolver o “sindroma da cepacia”, que se
caracteriza por uma pneumonia necrotizante acompanhada
por septicemia, culminando na deterioracio rapida e fatal
da fungdo pulmonar [1]. Acresce que algumas estirpes do
Bcc apresentam elevada capacidade de transmissdo, consti-
tuindo a hospitalizagdo um dos principais factores de aqui-
sicdo de infeccdo [2]. Nos ultimos anos, tem-se assistido a
descrigdo de infecgdes por estas bactérias noutros doentes,
nomeadamente em doentes com cancro hospitalizados [2].

As bactérias do Bcc sdo intrinsecamente resistentes a multi-
plos antibiéticos, o que torna a sua erradicagdo muito difi-
cil. Os mecanismos subjacentes a sua resisténcia a multiplos
antibiéticos incluem a permeabilidade selectiva, alteraciao
dos alvos, inactivacdo enzimatica dos antibiéticos e sobre-
expressdo de bombas de efluxo [3]. Estas bactérias sdo ainda
resistentes aos péptidos antimicrobianos produzidos pelos
neutrofilos [2]. Por estas razdes, o tratamento das infeccoes é
feito usando combinacdes de 2 e 3 antibi6ticos. No entanto,
estas terapias raramente resultam na eliminacdo da infecgao
ou mesmo na melhoria do estado clinico dos doentes.
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A identificacdo correcta de uma estirpe pertencente ao Bcc
envolve técnicas moleculares de identificacdo e de execugao
muito especializada, como é o caso da tipagem por sequen-
ciacdo de mdltiplos loci (MLST), actualmente realizada uni-
camente por laboratérios de referéncia [2]. Foi recentemen-
te demonstrado que ao longo de uma infecgdo crénica, os
isolados iniciais de B. cenocepacia eram menos resistentes
a antimicrobianos do que os isolados obtidos mais tardia-
mente, sugerindo uma adaptagao da bactéria ao pulmao FQ
e a um aumento da persisténcia [4]. Por isso, o desenvolvi-
mento de métodos de identificacdo precoce e tratamento das
estirpes de Bcc que possam ser utilizados em laboratérios
hospitalares é urgentemente necessario.

A semelhanca do que acontece com outros patogénicos, a
falta de antimicrobianos eficazes para controlar as infecgdes
causadas por Bcc impbe a necessidade de encontrar novas
estratégias terapéuticas e preventivas para combater estas in-
feccoes.

Com o objectivo de identificar alvos de potencial interesse
para o desenvolvimento de novas terapias, 0 nosso grupo
de investigagcdo desenvolveu uma estratégia multidisciplinar
que envolveu a construcdo de uma colecgdo de mutantes
dos isolados clinicos B. cepacia IST408 e de B. cenocepacia
J2315 por mutagénese aleatéria com plasposdes e a selec-
¢do de mutantes atenuados na sua viruléncia para o nema-
todo Caenorhabditis elegans (Fig. 1). Ap6s confirmagdo da
existéncia de uma Unica inser¢do do plasposdo no genoma
dos mutantes por técnicas de hibridagdo DNA-DNA, foi iso-
lado o DNA genémico adjacente ao plasposao. As regides
que ladeiam o plasposao foram amplificadas por PCR e se-
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cia das bactérias do complexo Burkholderia cepacia.

quenciadas. As provaveis fungdes dos genes interrompidos,
bem como a sua localizagdo no genoma foram efectuadas
recorrendo as bases de dados IMG (http://img.jgi.doe.gov/
cgi-bin/w/main.cgi) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Esta estratégia permitiu identificar e caracterizar funcional-
mente alguns genes envolvidos na viruléncia das bactérias
do Bcc. No presente trabalho iremos descrever sumariamen-
te os principais resultados obtidos para os genes acp e hfg,
que codificam, respectivamente, uma proteina transportado-
ra de grupos acilo e a chaperona de RNAs Hfq.

Proteina transportadora de grupos acilo
(ACP)

As ACPs constituem uma familia conservada de pequenas
proteinas acidicas que desempenham um papel central na
biossintese de 4cidos gordos [5]. Estas proteinas estdo tam-
bém envolvidas noutras vias biossintéticas como a sintese
de fosfolipidos, do lipido A constituinte dos lipopolissacari-
dos e das acilhomoserina lactonas, moléculas sinalizadoras
dos sistemas de quorum-sensing [5]. A existéncia de baixa
identidade ao nivel da estrutura primaria das ACPs bacteria-
nas e humanas tem levado a encarar estas proteinas como
alvos atractivos para o desenvolvimento de novos anti-bac-
terianos [5].

Usando C. elegans como modelo de infecgdo, verificou-se
que um mutante no gene acp era menos virulento e que a co-
lonizacdo do intestino do nematodo era menor relativamente

a infecgdo com a estirpe selvagem de B. cenocepacia [5],
indicando que a proteina ACP constitui um factor de virulén-
cia nestas bactérias. A caracterizagdo fenotipica do mutante
mostrou também alteragdes na composicao total em dcidos
gordos, com uma diminui¢do dos acidos gordos de cadeia
longa (C17 e C18) e um aumento dos de cadeia curta (C16)
[5]. O mutante apresentava ainda uma capacidade reduzi-
da para formar biofilmes e um aumento da hidrofobicidade
da superficie celular [5]. A conservagdo de 100% ao nivel
das sequéncias primdrias das proteinas ACP nas bactérias do
Bcc e a existéncia de uma cdpia tnica em todos os genomas
(excepto numa estirpe) tornam estas proteinas um potencial
alvo para o desenvolvimento de novos antimicrobianos [5].
Recentemente, foram desenvolvidos compostos denomina-
dos PMOs (conjugated phosphorodiamidate morpholino oli-
gomers) capazes de se ligar a mRNAs especificos, impedindo
a sua tradugdo. Os PMOs sdo compostos por uma sequéncia
nucleotidica especifica para um mRNA, ligada a um anel
de morfolina através de uma ligagdo do tipo fosfodiamida.
Esta estrutura quimica é resistente a actividade de RNases
e, quando conjugada com pequenos péptidos, é capaz de
permear a parede bacteriana, interferindo com mRNAs para
os quais a sequéncia nucleotidica é complementar. O trata-
mento de ratinhos infectados com estirpes Bcc com PMOs
especificos para o gene acp levou a redugdo em 80% da
mortalidade, mostrando a importancia deste gene enquanto
potencial alvo para o desenvolvimento de novos agentes te-
rapéuticos [6].

A chaperona de RNA Hfq e pequenos RNAs
nao codificantes (SRNAs)

Um outro mutante obtido usando a estratégia acima descrita
possuia uma insercdo do plasposdo num gene que codifica
para uma proteina Hfqg. Esta proteina é um regulador pleio-
trépico, cujo papel central é a mediacao da interagdo entre
sRNAs e mRNAs especifcos (os seus alvos) [7]. A semelhan-
ca do observado para o gene acp, o mutante hfqg também
mostrou uma capacidade reduzida para matar o nemétodo
C. elegans, indicando um papel importante deste gene na
viruléncia. Verificou-se ainda que o mutante hfq apresentava
uma susceptibilidade acrescida ao stresse osmético, a expo-
sicdo a temperaturas elevadas e a radicais livres de oxigénio
[7]. O gene hfq é altamente conservado nas vdrias espécies
do Bcc. Mutantes construidos a partir de isolados clinicos
pertencentes as espécies B. cenocepacia, B. dolosa, e B. am-
bifaria eram também atenuados na sua viruléncia para C.
elegans, mostrando a universalidade do papel deste gene em
bactérias do Bcc [7, 8].

Embora o seu papel seja ainda mal conhecido, sdo crescen-
tes as referéncias a importancia dos sRNAs na regulagdo de
varios processos celulares, tais como a homeostase do ferro,
o metabolismo energético, a regulagdo por quorum sensing,
a adaptagdo e sobrevivéncia a alteragdes ambientais, a regu-
lacdo da expressdo de factores de viruléncia e adaptagdo ao
ambiente especifico do hospedeiro [8]. Os sRNAs sdo prati-
camente desconhecidos nas bactérias do Bcc. O uso de uma
estratégia de copurificacdo do RNA total com a proteina Hfq
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(Fig. 2) permitiu-nos identificar 24 novos sRNAs de um iso-
lado clinico pertencente ao Bcc envolvido em surtos epidé-
micos e morte de varios doentes [9]. Estdo em curso estudos
visando a sua caracterizagdo funcional pois, contrariamente
ao que acontece com as proteinas em que é possivel inferir a
fungdo por comparagdo da sua sequéncia primdria, essa in-
formacgao € ainda escassa no caso dos sRNAs. Espera-se que
estes estudos contribuam para o conhecimento mais apro-
fundado do papel desempenhado pelos sSRNAs na biologia e
patogénese das bactérias do Bcc, com o objectivo de identi-
ficar novas vias de regulagdo que possam ser exploradas para
orientar o design racional de novos compostos e estratégias
para o combate as infecgdes causadas por estes patogénios.

Conclusao

A emergéncia de estirpes bacterianas resistentes a multiplos
antibiéticos em ambientes hospitalares e na comunidade
constitui um problema crescente de satide publica. Por outro
lado é conhecido o desinvestimento feito pelas companhias
farmacéuticas na descoberta de novos antibacterianos. O
advento das émicas e a disponibilidade de genomas sequen-
ciados e de miiltiplas ferramentas bioinformaticas veio revo-
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lucionar o conhecimento dos mecanismos moleculares so-
bre a biologia dos patogénios. Espera-se que todo este novo
conhecimento permita identificar novas proteinas e vias de
regulacdo que sejam potenciais alvos para a concepgao ra-
cional de antimicrobianos, de modo a combater as infeccoes
bacterianas.
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Resumo

Actualmente, tem vindo a ganhar significado crescente a utilizacdo de bactérias selvagens ou geneticamente modificadas como
agentes oncoliticos. Em paralelo, também o uso de produtos bacterianos purificados como uma nova classe de moléculas bio-
activas ganha relevancia como agentes anticancerigenos. Ambos representam modalidades inovadoras para o tratamento do
cancro. O objectivo deste artigo € rever de forma sucinta os desenvolvimentos mais recentes e as perspectivas futuras no que
diz respeito ao uso de bactérias e produtos seus derivados como agentes anticancerigenos.

Abstract

Nowadays, the use of live, attenuated or genetically-modified bacteria as oncolytic agents is emerging in the field. In parallel,
purified bacterial products are also gaining relevance as new classes of bioactive products to treat and prevent cancer growth
and metastasis. Both represent innovative routes for cancer treatments. The purpose of this article is to succinctly review recent
developments and future prospects regarding the use of live bacteria and products as anti-cancer agents.

A Biotecnologia explorando o admiravel
Mundo Microbiano

Os microrganismos sdo seres vivos ubiquos com uma extra-
ordindria diversidade taxondmica, fisiolgica e molecular.
A Biotecnologia microbiana tem vindo nas Gltimas décadas
a explorar esta versatilidade, traduzida no estabelecimen-
to e optimizagdo de processos conducentes ao uso de mi-
crorganismos, isolados dos mais variados ambientes, e/ou a
descoberta e posterior produgdo/purificagdo de um elevado
nimero de moléculas Unicas, capazes de encontrar novas
aplicacdes na inddstria e na medicina. Entre eles destaca-se
o uso de microrganismos e produtos seus derivados (toxinas,
enzimas e outras protefnas/péptidos e antibiéticos) como
novas e promissoras formas de terapia anticancerigena. O
sucesso destas solugOes terapéuticas alternativas, utilizadas
de forma singular e/ou combinadas com terapias conven-
cionais no tratamento do cancro estd agora dependente da
investigacdo de translagdo, nomeadamente no que se refere
aos resultados a obter de um conjunto alargado de ensaios
clinicos em curso na presente data.

Bactérias como agentes anticancerigenos e
de marcacao tumoral

As bactérias usadas como agentes anticancerigenos perten-
cem, entre outros, aos géneros Mycobacterium, Salmonella,
Listeria, Shigella, Clostridium e Bifidobacterium (Figura 1). Os
microrganismos sao utilizados como estimuladores do siste-

ma imunitario (imunoterapia), bem como em terapias dire-
cionadas ao tecido tumoral, nomeadamente como agentes
oncoliticos albergando genes que codificam toxinas e ou-
tras proteinas terapéuticas com acgdo anti-tumoral ou ainda
como microrganismos geneticamente manipulados capazes
de sintetizar enzimas que convertem pré-farmacos em far-
macos efectivos com acgado anticancerigena (Figura 1) [1,2].
Estes procedimentos mostram-se inovadores e porventura al-
ternativos as terapias convencionais. No entanto, ndo deixa
de ser pertinente destacar a dificuldade associada ao contro-
lo de infecgdes sistémicas associadas a sua inoculagdo nos
doentes/modelos animais.

Na modalidade de imunoterapia do cancro, o uso de bacté-
rias vivas atenuadas (deficientes para genes de viruléncia),
inoculadas no tecido tumoral, promovem um forte estimulo
local e sistémico do sistema imunitario, conducente a produ-
cdo de citocinas (interLeucinas, Factor de Necrose Tumoral
e Interferdo), as quais conduzem a inibi¢do do crescimento
tumoral. Este incremento pode ainda ser valorizado pelo uso
de estirpes atenuadas albergando genes que codificam pro-
teinas do proprio sistema imunitario. De entre as varias es-
tratégias/bactérias usadas, o caso de maior sucesso, com uso
na prética clinica, diz respeito a terapia com Mycobacterium
bovis (BCG - Bacilo de Calmette-Guérin) para tratamento/
prevencao de recorréncia de determinados tipos de tumores
da bexiga [3].

No que se refere ao uso de bactérias como vectores para a
sintese e libertacdo direccionada de toxinas e outras prote-
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Figura 1 — (A) — Bactérias atenuadas e geneticamente manipuladas usadas in vitro e in vivo (modelos animais e espécie humana) em terapia anticancerigena, no-
meadamente como agentes de imunoterapia, como agentes oncoliticos e como vectores para transporte de firmacos ou pré-farmacos. (B) — Produtos bacterianos
purificados (antibidticos, imunotoxinas, enzimas e outras proteinas/péptidos) usados como agentes anti-tumorais. (C) — Uso de bactérias como agentes de marcagao

do tecido tumoral.

fnas com acgdo anticancerigena ou como forma de activar
pré-farmacos em drogas efectivas, sdo também promissores
os resultados alcangados. Nestas duas modalidades terapéu-
ticas, recorre-se ao uso de bactérias anaerdbias estritas ou
facultativas, designadamente espécies dos géneros Clostri-
dium, Bifidobacterium e Salmonella, explorando deste modo
a localizagdo, crescimento preferencial e eventual internali-
zagdo das bactérias no tecido tumoral, o qual é caracterizado
por um microambiente de hipoxia (baixo teor de oxigénio)
[2]. De entre os vérios procedimentos utilizados, destacam-
se duas terapias, testadas em varios modelos animais e am-
bas submetidas a ensaios clinicos. A primeira, designada TA-
PET (Tumour Amplified Protein Expression Therapy) usa uma
estirpe atenuada de Salmonella typhimurium (VNP20009), a
qual, apds colonizagdo preferencial no tecido tumoral, so-
bre-expressa o gene que codifica para a enzima citosina de-
saminase, necessaria a transformagao do pré-farmaco 5-FC
(5-fluorocitosina) em 5-FU (5-fluorouracilo), um potente far-
maco anticancerigeno. Deste modo, a administragdo combi-
nada da bactéria e do pré-farmaco, conduz ao crescimento
localizado da bactéria no tecido tumoral com a consequente
sintese de 5-FU, capaz de promover a regressao tumoral [4].
A segunda terapia, designada COBALT, revela uma conside-
ravel sinergia na acgdo citotéxica sob as células tumorais e
recorre a administragdo de esporos da estirpe atenuada anae-
rébica Clostridium novyi-NT em conjunto com a administra-
¢ao/uso de agentes de quimio ou radioterapia [5].

Para além do uso dos microrganismos recombinantes como
agentes anticancerigenos, também tem vindo a ganhar des-

taque a sua utilizacdo como agentes de marcagao do tecido
tumoral em modelos animais, principalmente de pequenos
focos metastaticos. Esta aplicagdo baseia-se no facto dos
microrganismos colonizarem de forma preferencial o tecido
tumoral e deste modo, por recurso a técnicas de biolumines-
céncia, fluorescéncia ou ressondncia magnética, encontrar
formas expeditas da sua deteccao precoce [6].

Produtos de origem microbiana usados como
agentes anticancerigenos

Para além do uso dos microrganismos vivos atenuados como
agentes anticancerigenos, ganha cada vez mais relevancia a
pesquisa de novos produtos bioactivos de origem bacteriana
capazes de apresentar acgdo anti-tumoral. Nesta categoria
tem vindo recentemente a ganhar significado a aplicagio de
técnicas de metagenémica que permitem descobrir novas
moléculas terapéuticas provenientes de microrganismos que
habitam nos locais mais inéspitos do planeta. Na Tabela 1,
destaca-se um conjunto alargado de produtos microbianos
com diferentes origens e modos de acgao.

Os antibidticos, inicialmente utilizados como agentes anti-
bacterianos e/ou anti-fingicos, representam o grupo com
maior relevancia terapéutica e uso clinico (quimioterapia).
Na verdade, um grande nimero de moléculas usadas na
quimioterapia convencional resultou de processos de sintese
quimica, tendo como modelo de base moléculas biolégicas
de origem bacteriana, em particular da classe dos antibiéti-
cos. A sua potente acgio citotdxica, ndo dirigida e por isso
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Tabela 1 - Produtos de origem microbiana usados como agentes anticancerigenos.

| Produto | Origem | Modo de accio

Toxinas

46

Enterotoxina

Toxina Diftérica

Toxina Shiga
Neurotoxina Botulinica
Exotoxina A
Listeriolisina S

Enzimas

Arginina desaminase
Glutaminase
L-asparaginase

Citosina desaminase

Outras proteinas e peptidos

Azurina e Laz
p28
Plantaricina
Microcina
Pep27
Romidepsina

Antibioticos

Actinomicina
Mitramicina
Doxorrubicina
Bleomicina
Mitomicina
Rizoxina
Estaurosporina
Borrelidina

Outros produtos

Epotilonas
Inib.Farnesiltransferase
Salinosporamida
Belactosina

Siringolina A
Rapamicina

Clostridium perfringens
Corynebacterium diphtheriae
Shigella dysenteriae
Clostridium botulinum
Pseudomonas aeruginosa
Listeria monocytogenes

Mycoplasma arginini
Varias origens
Varias origens

Escherichia coli

P. aeruginosa/Neisseria
Pseudomonas aeruginosa
Lactobacillus plantarum
Klebsiella pneumoniae
Streptococcus pneumoniae
Chromobacterium violaceum

Streptomyces sp
Streptomyces plicatus
Streptomyces peucetius
Streptomyces verticillus
Streptomyces caespitosus
Burkholderia rhizoxinica
Streptomyces staurosporeus
Streptomyces parvulus

Sorangium cellulosum
Streptomyces parvulus
Salinispora trépica
Streptomyces sp
Pseudomonas syringae
Streptomyces hygroscopicus

Terapia citotéxica
(Imunotoxinas)

Degradacao enzimatica de aa essenciais
(arginina, 4c. glutamico. dc. aspartico)

Conversao do
Pr6-farmaco em droga (5-FC-5FU)

Multivalente
Multivalente
Permeabilizacdo_membranas
Inibidor da DNA girase
Indutor de apoptosis
Inibidor de Histona-desacetilases

Inibidor da sintese de RNA
Inibidor da sintese de RNA
Inibidor da replicagdo do DNA
Inibidor da replicagdo do DNA
Inibidor da replicagdo do DNA
Inibicdo da polimerizagdo da Tubulina
Inibidor de cinases
Inibidor da treonina-tRNA sintetase

Polimerizacdo de microtibulos
Inibicdo da proteina oncogénica Ras
Inibicdo do Proteossoma
Inibicdo do Proteossoma
Inibicdo do Proteossoma
Inibidor da via mTOR

actuando quer no tecido tumoral quer no tecido normal,
centra-se ao nivel da inibigdo da sintese de DNA/RNA/prote-
inas. Varias estratégias tém vindo a ser propostas no sentido
de direccionar a sua acgdo para o tecido tumoral, nomeada-
mente recorrendo a sua encapsulagdo em novas formulagdes
de lipossomas (a escala micro ou nano), os quais contém
na sua superficie determinadas moléculas (p.ex. anticorpos,
aglcares ou péptidos) preferencialmente reconhecidas pelas
células neoplasicas.

De entre os varios produtos bacterianos descritos na tabela
1, e para além dos antibiéticos, destacam-se ainda as toxinas
bacterianas e outras proteinas/péptidos (Tabela 1). O uso de
toxinas de elevada citotoxicidade, produzidas por bactérias
patogénicas, permitiu desenvolver uma nova e promissora
modalidade terapéutica. Assim, por recurso a técnicas de
Engenharia Genética foi possivel construir genes recombi-
nantes, compostos pelas sequéncias de DNA que codificam
para varias toxinas, em fase com a sequéncia codificante

para um determinado dominio de anticorpo, especifico para
antigénios expostos nas células neoplasicas. A expressdo
destes genes permite a sintese e purificagdo de proteinas de
fusdo (anticorpo-toxina) usada na terapia anti-tumoral (imu-
notoxinas). Esta estratégia confere especificidade de acgao
a proteina citotéxica recombinante dado que a presenga do
dominio de anticorpo permite o seu reconhecimento pelas
células tumorais seguido da sua internalizagdo e accao cito-
toxica intracelular [7].

Na classe das proteinas e péptidos destaca-se como uma
nova e promissora abordagem terapéutica o uso da azurina,
uma proteina redox da familia das cupredoxinas, sintetizada
pela bactéria patogénica Pseudomonas aeruginosa. Apés a
sua entrada preferencial nas células neoplasicas, a azurina
interactua com o factor de transcri¢cdo p53, estabilizando-o
e induzindo apoptose dependente da via das caspases [8]. A
azurina inibe ainda o processo de angiogénese [9]. Verificou-
se a acgdo in vivo desta proteina, demonstrando-se regressao
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tumoral em ratinhos atimicos (nude), sem sintomas de toxici-
dade detectaveis [10]. Destaca-se ainda a existéncia de uma
azurina modificada (Laz) sintetizada por bactérias do género
Neisseria, a qual é capaz de induzir a regressdo de tumores
cerebrais, como os glioblastomas [11]. Um péptido com 28
aminodcidos (p28) derivado da azurina de P. aeruginosa, foi
identificado como responsavel pela especificidade da entra-
da/citotoxicidade da azurina em células neopldsicas. Nos Es-
tados Unidos da América, a empresa CDG Therapeutics Inc.,
promoveu a realiza¢do de ensaios clinicos (fase 1) do péptido
p28 como agente terapéutico com acgdo anti-tumoral [12].

Contrariando o paradigma estabelecido no que se refere a
pesquisa de drogas anti-cancerigenas (um alvo-uma droga),
a proteina azurina parece mostrar uma acgdo multivalente
sobre as células neopldsicas, nomeadamente com a sua ac-
¢do a ser dirigida a multiplos alvos extra (caderinas e efrinas)
e intracelulares (interacgao/estabilizagdo do p53). Esta parti-
cularidade parece estar directamente relacionada com as ca-
racteristicas Unicas que a proteina apresenta, nomeadamente
pelo facto de ser estruturalmente idéntica aos dominios va-
ridveis das imunoglobulinas, particularmente com os desig-
nados anticorpos de cadeia Gnica. A azurina (14 kDa) apre-
senta uma estrutura rigida de folhas beta (em forma de barril)
dispostas em 2 planos e interligados por 4 regides expostas e
flexiveis de dimensdo variavel (loops). Apresenta ainda uma
hélice longa exposta, de natureza anfipdtica (p28). Acresce a
estes elementos estruturais o facto da azurina possuir de for-
ma singular, uma extensa regido hidrofébica exposta na sua
superficie, a qual delimita a regido de ligagdo do ido cobre.

No dmbito de um projecto de investigagdo da Fundagdo para
a Ciéncia e a Tecnologia (FCT), o nosso grupo de investi-
gacao no IST/IBB, em conjunto com o grupo de Genética
do Cancro do Instituto de Patologia e Imunologia da Uni-
versidade do Porto (IPATIMUP) tem vindo a desenvolver um
trabalho que visa avaliar a acgdo da azurina em linhas ce-
lulares de tumores de mama de mau prognéstico, os quais
sobreexpressam um tipo particular de Caderina, a Caderina-
P [13]. Constatou-se que células tratadas com azurina dimi-
nuem de forma significativa os niveis expostos na superficie
celular da proteina Caderina-P, bem como das suas formas
solliveis, sem no entanto alterarem os niveis da Caderina-E
(factor de supressdo da invasdo). Associado a esta alteragdo
demonstrou-se que o tratamento com a proteina bacteriana
diminuia de forma significativa o poder invasivo das células
tumorais. Por Gltimo, verificaram-se alteragbes moleculares
provocadas pela azurina e de alguma forma justificativas da
acgdo anti-tumoral, nomeadamente a diminuicdo de formas
fosforiladas (activas) do complexo FAK/Src, uma via de si-
nalizacdo importante para a invasdo tumoral activada pela
Caderina-P [13]. Por forma a complementar a informagao re-
lativa a0 modo de actuagio da azurina como agente anti-tu-
moral, procedeu-se a andlise do transcriptoma de células tu-
morais tratadas com esta proteina bacteriana. De um ndimero
significativo de genes com expressdo alterada, destacam-se
os associados a formagdo de endossomas e a indugao da
apoptose (sobre-expressos) e os relacionados com receptores
membranares importantes para a tumorigenese, bem como
para a migragdo celular (sub-expressos) (Bernardes et al.,
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submetido a publicagdo 2013). No geral, os resultados obti-
dos sdo promissores e parecem indicar que a azurina pode
vir a constituir-se como uma proteina terapéutica com acgao
anti-tumoral para cancros de mama com sobre-expressdo da
Caderina-P.

Conclusoes

O mundo microbiano ndo deixa de nos surpreender! Asso-
ciada a extrema diversidade taxonémica, fisiol6gica e mo-
lecular, os microrganismos presentes nos mais variados e
reconditos habitats parecem ser uma fonte inesgotavel para
produzir um elevado nimero de moléculas Gnicas, capazes
de encontrar inGmeras aplicagdes na inddstria e na medi-
cina. Depois da descoberta dos antibidticos, parece agora
possivel estender o uso dos microrganismos e produtos seus
derivados a novas e promissoras formas de terapia anticance-
rigena. A Biotecnologia tem uma palavra a dizer!!
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Sem nos apercebermos, a verdade é que a grande maioria
das atividades que realizamos ao longo do dia tem algum
componente efetuado com a ajuda da biotecnologia. Apesar
da drea com um leque mais alargado de solucdes biotecno-
l6gicas ser a drea da salde, a verdade é que existem indme-
ras aplicagdes onde a biotecnologia tem uma palavra a dizer.

Os alimentos geneticamente modificados (GMOs), que tanta
polémica continuam a gerar, hoje em dia ja ocupam cer-
ca de 10% da terra cultivada no nosso planeta e mais de
13 milhdes de agricultores no mundo inteiro utilizam pro-
dutos de base biotecnolégica. Estes alimentos possuem ge-
ralmente um ou mais genes alterados que melhoram a sua
produtividade, aumentam a sua resisténcia a pragas ou a um
determinado herbicida, melhoram as suas caracteristicas nu-
tricionais ou o rendimento do seu processamento. Um dos
Gltimos avangos tecnolégicos trata-se de uma macieira em
que o gene que codifica para a polifenol oxidase foi silencia-
do. Esta alteragdo faz com que o processo oxidativo da maga
(que as torna castanhas apds o corte) seja muito mais lento,
aumentando a vida dtil dos produtos laminados.

No sector téxtil, a maioria dos detergentes existentes contém
proteases selecionadas de acordo com determinadas carac-
terfsticas (como resisténcia a elevadas temperaturas, elevada
atividade proteolitica a baixas temperaturas, resisténcia a di-
ferentes condicoes de sais, ...).

No sector industrial, a biotecnologia tem desenvolvido ind-
meras solu¢des para melhorar processos tao diversos como
a produgdo de papel, a limpeza de residuos téxicos ou a
producdo de polimeros mais resistentes e leves.

E estes sdo apenas alguns exemplos. A biotecnologia é trans-
versal, e esta presente nas mais diversas areas.

No entanto, e tal como foi ja referido, é no sector da salde
que o impacto da biotecnologia tem tido o seu maior impacto.

Fruto do investimento nesta area, varias doencas sdo hoje tra-
tadas com recurso a medicamentos desenvolvidos pela bio-
tecnologia, incidindo essencialmente nas doencas raras, do-
encas do foro oncolégico, doencas infeciosas ou autoimunes.

De acordo com os dados disponiveis no site da EuropaBio
(http://www.europabio.org/), em 2007 mais de 325 milhdes
de doentes beneficiavam de medicamentos com base na

biotecnologia. Estima-se ainda que cerca de 50% de todos
os novos medicamentos tém origem num processo biotec-
nolégico, sendo que esta proporgdo € ainda aumentada se
considerarmos os tratamentos com fatores de crescimento
recombinantes, vacinas, anticorpos monoclonais e as tera-
pias celulares. Este é por isso um sector com uma taxa de
crescimento muito superior ao sector farmacéutico focado
nos métodos tradicionais.

Um dos grandes marcos da biotecnologia médica foi a apro-
vacdo em 1998 da utilizagido de Trastuzumab, vulgarmen-
te conhecido por Herceptin, para o tratamento de cancro
de mama em pacientes positivos para a proteina Her2. O
Herceptin apenas € (til para doentes em que a produgdo
da proteina Her2 esteja elevada, pelo que é o primeiro me-
dicamento desenvolvido de acordo com a presenga de um
biomarcador genético nos pacientes. Foi o nascimento da
medicina personalizada, uma realidade prometida mas ain-
da ndo concretizada.

A medicina personalizada visa permitir desenvolver medica-
mentos especificos para cada caso ou, pelo menos, tornar os
grupos em tratamento mais homogéneos, fazendo com que
o tratamento seja mais eficaz e com menos efeitos secun-
dérios. Estima-se que apenas 40% dos medicamentos pro-
duzam efeitos benéficos significativos aos pacientes que os
tomam. O que implica que 60% dos medicamentos tomados
ndo deveriam ser prescritos pois ou ndo produzem benefi-
cios significativos ou os efeitos secunddrios superam os efei-
tos benéficos da medicagdo. Grande parte deste problema
deve-se a dificuldade em distinguir diferentes patologias ou
mesmo diferentes subgrupos de cada patologia. Este € um as-
peto particularmente significativo em doengas graves, como
os diferentes tipos de cancro, ou doengas crénicas, como
é o caso das doengas psiquidtricas e neurolégicas. Assim,
é essencial desenvolver novas metodologias para identificar
biomarcadores (genéticos, metabdlicos, ...) que permitam
distinguir melhor os pacientes de acordo com as suas carac-
teristicas e assim desenvolver terapias dirigidas.

Hoje em dia, 13 anos depois da sequenciagdo do primeiro
genoma Humano, a sequenciagdo de um genoma custa me-
nos de 10 mil délares, cerca de 0.01% do que custou a do
primeiro genoma Humano. A facilidade com que é possivel
obter toda esta informagdo (o nosso genoma contém cerca
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de 6.4 mil milhdes de nucledtidos) faz com que seja possi-
vel perceber quais os genes e os nucleétidos relevantes para
cada uma das condigbes e, mais importante, permite carac-
terizar e distinguir diferentes subtipos de doencas, levando a
que sejam tratadas de modo diferente. No fundo encontrar
biomarcadores.

A utilizacdo de biomarcadores na saide humana tem melho-
rado o que sabemos sobre uma dada doenca e ird permitir
um novo conhecimento sobre os mecanismos e processos
envolvidos na patologia, permitindo assim uma melhor ges-
tdo da salde através de um diagndstico mais atempado e do
desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras. Com o
proposito de explorar o potencial, utilidade e relevancia dos
biomarcadores, nasce a Gene PreDiT.

A Gene PreDiT tem como objetivo principal identificar no-
vos genes associados a determinadas doengas e a descober-
ta de alternativas terapéuticas destinadas a essas doengas,
através da identificacdo de compostos (quimicos ou naturais)
capazes de modular a sua sintomatologia caracteristica. A
estratégia base da empresa tira partido da utilizagdo de Dro-
sophila melanogaster, vulgarmente conhecida como mosca
da fruta, como modelo animal.

Neste sentido, a Gene PreDiT desenvolveu duas plataformas
de investigagdo. A primeira, Genome Sift, permite a iden-
tificacdo de novos marcadores genéticos associados a uma
doenca. Esta plataforma tem por base estudos em larga es-
cala em Drosophila, cujos resultados sdo posteriormente va-
lidados em doentes Humanos. Esta andlise combinada em
moscas e Homem reforca a validade dos dados cientificos
identificados e reduz os falsos positivos.

A segunda plataforma, Drug Rescue, permite o rastrear em Dro-
sophila compostos tendo em vista identificar quais conseguem
modular os sintomas da doenga modelados em Drosophila.

Com estas plataformas, a Gene PreDiT pretende afirmar-se
simultaneamente no mercado dos biomarcadores, no merca-
do farmacéutico e nutracéutico.

Nos ultimos anos a atividade da empresa tem estado centra-
da no estudo da Obesidade, uma doenga que afeta mais pes-
soas do que a subnutrigdo. Esta estratégia permitiu identificar
um painel de novos marcadores genéticos associados a um
subtipo da doenca e um firmaco com atividade dirigida aos
individuos com um determinado perfil genético. Estes resul-
tados estdo neste momento em fase de submissdo de patente
para serem posteriormente licenciados.

Drosophila como modelo animal

Apesar dos modelos baseados em organismos vertebrados
apresentarem vantagens claras no estudo de doengas Hu-
manas, os organismos invertebrados, como D. melanogaster,
tém contribuido largamente nesta érea.

A mosca da fruta tem um dos historiais mais longos em ter-
mos de utilizagdo como organismo modelo, tendo sido am-
plamente utilizada em estudos genéticos, de desenvolvimen-
to e farmacoldgicos. Existe uma larga colecdo de ferramentas
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Figura 1 — Frascos de cultura de Drosophila melanogaster

moleculares, genéticas e genémicas e dados biolégicos sobre
Drosophila, facilitando a sua utilizagdo como modelo animal.
Ao longo do tempo, a Drosophila contribuiu para os avangos
da investigacdo biomédica, fornecendo dados e modelos me-
canisticos em como a desregulagdo de uma determinada via
metabdlica pode desencadear uma determinada doenga. O
melhor exemplo destes avangos é o Vandetanib, um compos-
to aprovado pela FDA para o tratamento de certos tipos de
cancro da tiréide baseado em estudos iniciais em Drosophila.

Apesar de 20 vezes inferior em tamanho, o genoma da
Drosophila melanogaster possui cerca de 67% do nimero
de genes existentes no Genoma Humano. Adicionalmente,
cerca de 75% dos genes Humanos associados a uma doen-
¢a, possuem homdlogos em D. melanogaster, sendo por isso
possivel utilizar a Drosophila para estudar a fungdo e os rela-
cionamentos desses genes num organismo complexo.

Adicionalmente, a mosca da fruta pode ser mantida em la-
boratério recorrendo a uma dieta simples, com um custo re-
lativamente baixo. Com um intervalo entre geragdes curto,
cerca de 2 semanas, os estudos em larga escala e ao longo
de varias geragbes tornam-se possiveis.

Hoje em dia existem largas dezenas de modelos de doenca
em Drosophila em patologias tao diversas como Alzheimer’s,
Parkinson, Obesidade, Envelhecimento e Cardiomiopatias.

No entanto, todos os modelos disponiveis apresentam vanta-
gens e desvantagens, pelo que a escolha do modelo animal
a utilizar depende especificamente do tipo de doenga, do
alvo, do tipo de 6rgaos envolvido e da conservagdo dos ge-
nes envolvidos.
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Os bacteriofagos (fagos) apresentam um imenso potencial
biotecnolégico com aplicagdo na satde devido as suas ca-
racteristicas intrinsecas de reconhecimento e morte do hos-
pedeiro que infetam (bactérias). A exploragdo destas carac-
teristicas no desenvolvimento de métodos de detecao e de
controlo de bactérias patogénicas é relativamente recente,
embora a utilizagdo de fagos como ferramentas de biologia
molecular seja bastante antiga e a terapia fagica uma pratica
secular, actualmente limitada a alguns paises.

Classificacao e caracteristicas estruturais e
funcionais dos fagos

A classificagdo dos fagos segundo o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV, do inglés International Commit-
tee on Taxonomy of Viruses) é baseada na morfologia e no
tipo de acido nucleico que os constituem (ADN ou ARN de
cadeia simples ou dupla). Apesar de se ter tentado adequar
a classificagdo dos fagos a métodos mais recentes, baseados
no genoma ou no proteoma [1], os critérios morfoldgicos
prevalecem.

A grande maioria dos fagos (cerca de 96%) até agora isolados
pertence a ordem Caudovirales [2]. Estes fagos sdo caracteri-
zados por possuirem uma cépside onde se encontra o mate-
rial genético empacotado, que neste caso é ADN de cadeia
dupla, cauda e fibras da cauda. A cépside € a estrutura que
protege a informagdo genética e a cauda possui fibras ou
outras estruturas que estdo envolvidas no reconhecimento e
ligagdo do fago a bactéria hospedeira.

Os fagos pertencentes a ordem Caudovirales sdo divididos
em trés familias: Myoviridae, caracterizada por fagos com
cauda longa contractil (ex. fago T4); Siphoviridae, onde se
incluem fagos com cauda longa ndo contractil (ex. fago
lambda); e Podoviridae, que engloba fagos com cauda curta
(ex. fago T7) (Figura 1). No genoma dos fagos encontram-se
genes que codificam proteinas responsaveis pelo empacota-
mento e replicacdo de DNA, regulacdo da transcricdo, lise
do hospedeiro, bem como proteinas estruturais [2].

Interacao fago-hospedeiro

A interaccdo fago-hospedeiro é muito especifica e o reco-
nhecimento é habitualmente feito por intermédio de prote-
inas situadas nas extremidades da cauda ou nas fibras da

cauda. Apés o reconhecimento (caracterizado por uma liga-
cdo reversivel) da-se o posicionamento correto da base da
cauda, seguido da ligacao irreversivel de uma outra proteina
do fago a um recetor secunddrio da bactéria [3]. Os recetores
bacterianos mais comuns sao lipopolissacarideos ou protei-
nas superficiais (porinas ou proteinas de transporte) no caso
de bactérias Gram-negativas, enquanto em bactérias Gram-
positivas sdo elementos do peptidoglicano, acidos teicéicos
e lipoteicdicos e proteinas associadas.

A especificidade dos fagos limita a sua interagdo com um
ndmero reduzido de estirpes. Existem contudo fagos com es-
petros de acdo mais alargada que podem abranger diferentes
estirpes da mesma espécie ou até diferentes espécies (sendo
estes designados por fagos multivalentes). Exemplo disto sao
os fagos Felix O1 ou o fago PVP-SE1 que infetam um con-
junto muito alargado de estirpes de Salmonella enterica e
conseguem também infetar algumas estirpes de E. coll.

Um fago virulento apresenta um ciclo de vida estritamente
litico no qual ap6s ligagdo irreversivel, injecdo do ADN e
sintese de novas particulas virais, o hospedeiro € lisado a
partir do seu interior, para ser possivel a libertagdo de novas
particulas virais para o meio extracelular.

O papel das endolisinas na lise de bactérias

Os fagos lisam a célula hospedeira a partir do seu interior,
geralmente usando o sistema holina-endolisina (existindo
contudo outros mecanismos de lise celular), onde as holi-
nas causam poros na membrana celular, permitindo que as
endolisinas tenham acesso ao peptidoglicano, sobre o qual
exercem a sua atividade catalitica. A maioria das endolisinas
que atua em bactérias Gram-positivas possui uma estrutura
modular. Estas endolisinas sdo compostas por dois tipos de
dominios com diferentes funcionalidades: um dominio de
ligacdo no terminal C e um dominio catalitico no terminal
N. Normalmente estes dois dominios encontram-se sepa-
rados por um pequeno espagador. Dada a presenca de um
dominio de ligacdo nas endolisinas de fagos que infectam
bactérias Gram-positivas, estas enzimas apresentam, na sua
generalidade, um espectro litico restrito. Esta especificidade
permite a sua adi¢do exdgena a um hospedeiro sensivel, na
auséncia de fago, provocando a sua lise num processo de-
nominado por “lise a partir do exterior”. As endolisinas de
fagos que atuam em bactérias Gram-negativas apresentam
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Figura 1 — Imagens de microscopia eletrénica de transmissao de fagos com cauda; a
tipo-Jersey de Salmonella enterica Enteritidis; ¢) Fago Podoviridae tipo-T7 de Pseudomonas fluorescens (fagos pertencentes a colegdo de bacteriéfagos do Centro de
Engenharia Bioldgica)

na sua maioria uma estrutura globular, apenas com um do-
minio catalitico, e portanto tém um espetro de agdo mais
alargado. Contudo foram recentemente descritas endolisinas
de Gram-negativas modulares, constituidas por um dominio
de ligacdo e dominio catalitico [4].

Terapia fagica

Presentemente, a terapia fagica é baseada no uso de fagos
liticos para o tratamento de infegdes bacterianas, nomeada-
mente as resistentes a antibiéticos. A maioria dos testes clini-
cos relacionados com o uso de fagos tem sido principalmente
desenvolvida em paises da Europa de Leste como a Poldnia,
Georgia e Russia. Os resultados destes estudos tém-se reve-
lado encorajadores uma vez que os fagos tém apresentado
grande eficacia para um largo espectro de infegdes [5].

O crescente e actual interesse dos fagos como agentes te-
rapéuticos contra doencas infeciosas deve-se fundamental-
mente ao aparecimento de bactérias com multiplas resistén-
cias aos antibidticos. Os fagos apresentam a capacidade de
lisar os hospedeiros (bactérias) utilizando mecanismos de
controlo bacteriano diferente dos antibidticos e por isso sdo
capazes de matar bactérias resistentes a antibioticos. Para
além disso, apresentam caracteristicas Gnicas que incenti-
vam a sua utilizagdo como alternativa ou complemento aos
antibiéticos. A ubiquidade no ambiente, facilidade de isola-
mento, elevada especificidade (ndo interferindo com a flora
natural do paciente), auséncia de toxicidade e baixo custo
de producdo sdo algumas das caracteristicas que tornam a
terapia fagica apelativa. Adicionalmente, os fagos promovem
evolugdes adaptativas através da dindmica de interagdes
com os seus hospedeiros pelo que o problema de resisténcia
poderad ser facilmente ultrapassado [6].

Nao obstante as evidéncias clinicas da eficacia dos bacteri-
o6fagos no controlo de infegdes, os produtos a base de fagos
encontram barreiras regulatérias que dificultam a sua trans-
feréncia para o mercado [7]. O setor farmacéutico, a nivel
mundial, tem-se mantido resistente 8 mudanga. Continua a
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Fago Myoviridae tipo-rV5 de Salmonella enterica Enteritidis; b) Fago Siphoviridae

observar-se a tendéncia para o aumento dos custos de desen-
volvimento de biofarmacos, juntamente com o consequente
declinio da taxa de aparecimento de novos produtos aprova-
dos. Esta situacdo é reforgada pelos obstaculos regulatérios
impostos pelas Unido Europeia na validacdo de terapias nao
tradicionais como é o caso da terapia fagica. Existe uma cla-
ra consciéncia global por parte da comunidade cientifica,
e ndo sO, de que é urgente repensar 0s mecanismos regu-
ladores para se conseguir dar uma segunda oportunidade a
terapia fagica no mundo ocidental e em particular nos paises
da Unido Europeia.

Utilizacao de fagos na detecao e controlo de
patogénicos: Exemplo do fago PVP-SE1

O fago PVP-SET é um fago pertencente a familia Myoviridae
(tipo -rV5) (Figura 1A). Este fago apresenta um espetro de
acdo muito alargado (multivalente) sendo capaz de infetar
todos os serotipos de Salmonella enterica [8], pelo que se
torna uma ferramenta robusta de dete¢do de Salmonella, em
oposicdo aos anticorpos que apresentam elevada especifi-
cidade e baixa estabilidade para além do custo associado a
sua producao ser elevado. Com efeito, a capacidade de reco-
nhecimento dos fagos € uma das caracteristicas exploradas
no desenvolvimento de métodos de detegdo de patogénicos,
alguns deles baseados na utilizagdo de sensores magnéticos.
Os primeiros trabalhos neste dominio utilizaram fagos fila-
mentosos, contudo o espetro de acdo destes fagos é reduzido
(sdo muito especificos, reconhecendo uma gama pequena
de estirpes) o que torna limitada a aplicagdo desta tecno-
logia [9]. A utilizacdo de fagos com espetro de acdo mais
alargada poderia obviar esta limitagdo. O fago PVP-SE1 é um
excelente candidato, contudo é um fago virulento que lisa as
células que reconhece, pelo que a sua utilizagdo como bio-
elemento em biossensores pode ser comprometidal8]. Uma
outra limitagdo deste fago é a sua morfologia. Neste tipo de
fagos, para que haja reconhecimento, as fibras da cauda tém
que estar expostas; pelo que o processo de imobilizagdo tera
que permitir que essas fibras ndo fiquem ocultadas. Recente-
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Figura 2 — Utilizagdo de fagos no controlo e detecio de patogénicos — Case study fago PVP-SET: 1) Imagem TEM do fago PVP-SE1 pertencente a familia Myoviridae
e genoma anotado do fago com 145964 bp. Il) Detecdo de Salmonella enterica Enteritidis num biosensor MR utilizando fagos inteiros: A) Voltagem normalizada
(obtida no sensor MR) de amostras de Salmonella enterica Enteritidis submetidas a diferentes tratamentos com hipoclorito e apresentando diferentes formas de via-
bilidade (a viabilidade celular foi determinada por citometria de fluxo); B) Representagdo esquematica do reconhecimento biomolecular utilizando uma estratégia
do tipo “sandwich”, no qual o fago captura a bactéria através das fibras da cauda Ill) Representagdo esquematica do método utilizado para a dete¢do de Salmonella
enterica Enteritidis utilizando um leitor de microplacas e uma estratégia ELISA, no qual sdo utilizadas as fibras da cauda — TFP (gp40 e gp 51) expressas em E. coli
e imobilizadas no fundo do poco da placa. A intensidade do sinal gerado quando sdo utilizadas as TFP é equivalente a intensidade do sinal quando é utilizado o
fago inteiro ou um anticorpo contra Salmonella enterica Enteritidis. V) Resultados da atividade da endolisina do fago PVP-SE1 expressa em E. coli e que apresenta

um peso molecular aproximado de 25 kDa.

mente o grupo de Biotecnologia de Bacteriéfagos do Centro
de Engenharia Biol6gica em colaboragdo com o Laboratério
Ibérico de Nanotecnologia, desenvolveu uma interface de
detegao de Salmonella utilizando o fago PVP-SE1 num bios-
sensor magnetoresistivo (MR). O método de imobilizacado,
assim como as condigdes de reconhecimento, foram optimi-
zados de forma a que o fago tenha uma elevada eficiéncia de
detecdo sem actividade litica. Os resultados apresentados na
Figura 2.1l mostram a capacidade do fago PVP-SE1 em reco-
nhecer células vidveis ndo cultivaveis obtidas apés tratamen-
to com vdrias concentragdes de hipoclorito. A intensidade
do sinal de interacdo do fago com a bactéria é proporcional
a quantidade de células vidveis. Estes resultados permitiram
por um lado provar que fagos virulentos sao excelentes bio-
elementos no reconhecimento de bactérias e por outro lado
que os fagos tém a capacidade de descriminar estados de
viabilidade, o que constitui uma outra mais-valia dos fagos
em relagio aos anticorpos na detecdo de patogénicos [10].

A andlise do genoma do fago PVP-SE1 (Figura 2.1) permitiu a
identificacdo dos genes que expressam as proteinas das fibras
das caudas que contém os péptidos envolvidos no reconheci-
mento do hospedeiro. A caracterizagao funcional dos genes
foi feita seguindo uma estratégia ELISA na qual gp40 e gp51
expressos heterologamente foram imobilizados na superficie

de pocgos de microplacas de poliestireno (Figura 2.111). Os re-
sultados obtidos demonstraram que gp40 e gp51 tém capaci-
dade de se ligar a Salmonella enterica Enteritidis e que o sinal
gerado é semelhante ao sinal gerado quando sao utilizados
anticorpos especificos. Por conseguinte, as proteinas fagicas
envolvidas no reconhecimento dos hospedeiros podem igual-
mente ser utilizadas na detegao de patogénicos [11].

O fago PVP-SET1, tal como todos os fagos virulentos da familia
Myoviridae, codifica um mecanismo de lise do hospedeiro
baseado num sistema holina-endolisina. A endolisina deste
fago, ao contrario da generalidade das endolisinas de fagos
que atuam em bactérias Gram-negativas, tem uma estrutu-
ra modular [12]. Com efeito, a endolysina PVP-SE1gp146
apresenta no terminal N um dominio de ligacdo a parede
celular e no terminal C um dominio catalitico. As endolisi-
nas, como foi referido acima, hidrolisam o peptidoglicano
e por isso tém uma aplicagio 6bvia e direta no controlo de
bactérias Gram-positivas. Ja existe um conjunto alargado de
endolisinas para o controlo de vérias espécies de bactérias
Gram-negativas [13]. Nestas bactérias o fenémeno de “lise a
partir do exterior” por endolisinas é impedido pela membra-
na externa pelo que o estudo destas enzimas em bactérias
Gram-negativas é limitado. Contudo a associagdo de endo-
lisinas com permeabilizantes de membrana celular permite
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uma eficiente lise celular. No caso particular da Lys-PVP-
SE1gp146 consegue-se obter 2 ciclos de reducdo logaritmica
de P. aeruginosa ap6s 10 minutos de agdo da endolisina em
associacao com EDTA.

Conclusdes e Perspetivas Futuras

Os fagos, em consequéncia das suas propriedades, cons-
tituem uma alternativa promissora a antibioterapia. A tera-
pia fagica praticada nalguns paises tem revelado resultados
auspiciosos e a necessidade de se desenvolver mecanismos
eficientes de controlo de doencas infeciosas resistentes a
antibiéticos tem impulsionado e estimulado a investigacao
dos fagos como agentes antibacterianos. Existem no entan-
to preocupagdes ao nivel da seguranga dos fagos que tém
sido aproveitadas pelas entidades reguladoras para protelar a
regulamentacdo desta prdtica terapéutica. As preocupagoes
assentam no rapido desenvolvimento de resisténcia aos fa-
gos por parte das bactérias (por exemplo P. aeruginosa de-
senvolve fendtipos resistentes ap6s 24h de interacgdo com
fagos [14]) e na possibilidade do genoma dos fagos codificar
toxinas. Embora as sequéncias genéticas dos fagos atualmen-
te usados em terapia sejam conhecidas, a verdade é que se
desconhece a funcao de mais de 30% dos genes presentes
em cada genoma. Acredita-se que a terapia fagica € segura
e os defensores dessa pratica justificam essa seguranga pela
ubiquidade dos fagos no organismo humano sauddvel. Foi
recentemente publicado um artigo na Nature News que re-
fere que a mucosa humana esta colonizada por fagos que a
protegem contra a invasao bacteriana [15].

Enquanto se assiste a “discussdo” entre os defensores e opo-
sitores da terapia fagica e a inércia das entidades regulado-
ras, a comunidade cientifica tem procurado nos fagos outras
solugdes alternativas para o controlo de infegoes. Sdo exem-
plo disso a expressdo heteréloga de endolisinas quiméricas
com actividade catalitica melhorada, maior estabilidade
e capazes de atuar em bactérias Gram-negativas sem acao
de agentes permeabilizantes e também o desenvolvimento
de fagos quiméricos que expressem mudltiplos péptidos de
reconhecimento, evitando assim o rapido desenvolvimento
de resisténcias, e cujo genoma contenha apenas proteinas
estruturais e essenciais para a replicagdo do fago e lise do
hospedeiro. Paralelemente, o potencial de reconhecimento
dos fagos é imenso e a sua utilizagdo nas mais variadas pla-
taformas de detecdo de patogénicos ja validadas com a uti-
lizagdo de anticorpos, enzimas ou ADN como bioelementos
apresenta um excelente potencial tecnolégico. Dada a ele-
vada especificidade dos fagos, todas estas aplicagdes visam
o desenvolvimento de solugées de diagnéstico e terapéuticas
dirigidas ao agente patogénico que causa infecgado e por isso
preconizam terapias personalizadas. Estima-se que existam
10°" [16] particulas fagicas no planeta o que faz dos fagos
as entidades mais abundantes na Natureza, constituindo por
isso uma fonte inesgotavel de material bioldgico que pode
ser explorada para o desenvolvimento de produtos com apli-
cacdo na satde e em particular na prestagdo de cuidados de
satde personalizados, um dos desafios societais preconiza-
dos na agenda do Horizonte 2020.
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Resumo

A identificagdo de redes complexas de interagao proteina:proteina ajuda definir a sequéncia de eventos fisiologicamente rele-
vantes e pontos moleculares de convergéncia, que oferecem potenciais alvos diagnésticos e terapéuticos. Este artigo apresenta
algumas das metodologias utilizadas para identificar as redes bioldgicas e as potenciais proteinas chave que representam uma

mais valia para a biotecnologia vermelha.

Introducao

A biotecnologia vermelha, entre outros tépicos, aborda a des-
coberta de novos diagnésticos e de novas terapias e tratamen-
tos, associando-se assim a industria farmacéutica. Claramente
é importante entender as patologias a partir da sua base mo-
lecular, em particular os processos fisiolégicos que decorrem
dentro das células e no que diz respeito a comunicagao extra-
celular e célula-célula, de modo a produzir respostas altamen-
te coordenadas. Por associagdo, as anomalias associadas a
estes processos moleculares vao contribuir para varias patolo-
gias. Plataformas estdo a ser desenvolvidas no que diz respeito
aintegrar redes de proteinas, genes e metabolitos. Vérias con-
tribui¢des cientificas tém vindo a descrever redes complexas
de proteinas que interagem, conseguindo desvendar cascatas
e redes de sinalizacdo, e redes relevantes regulatérias e me-
tabélicas para os sistemas biolégicos. Termos novos dominam
as redes que se descrevem, por exemplo transcriptoma, inte-
ractoma, proteoma, metaboloma e secretoma.

O conjunto de proteinas que interage com uma tnica proteina
é o seu interactoma. Podemos ainda construir interactomas
sucessivamente, resultando em complexas redes proteicas.
Estas metodologias contribuem para a identificagdo de novos
biomarcadores. Biomarcadores tém que ser sensiveis e especi-
ficos, podendo também ter uma caracteristica adicional e que
se associe ao estado patolégico, como a concentragdo ‘in situ’
ou o nivel de fosforilacdo. Os biomarcadores moleculares sdo
tipicamente de origem genética ou proteica e a sua aplicagdo
passa por técnicas de biologia molecular, imunohistoquimica
ou ainda microarrays. Um bom alvo pode ser um marcador
que ira permitir o diagnéstico numa fase precoce e/ou moni-
torizar o sucesso da terapia, ou um candidato alvo para o qual
se pode desenvolver uma nova terapia.

Biologia de sistemas e redes bioldgicas nas
neuropatologias

A biologia de sistemas esta na fronteira com a investigacao
biomédica e permite analisar o imenso volume de dados que

estamos a acumular com as experiéncias de larga escala.
Adicionalmente estdo a ser incrementados algoritmos para
a simulagdo de redes complexas aplicadas aos mecanismos
moleculares, em situagdes celulares basais e em processos
que emergem na doencga. Nas redes que resultam identifi-
cou-se que os mddulos funcionais coincidem com os mé-
dulos estruturais (Hartwell et al, 1999; Wang et al 2007). Os
médulos funcionais correspondem a um processo biolégico
celular e os médulos estruturais, na rede, correspondem a
conjuntos de nés altamente conectados entre si mas pouco
conectados com outros nés na rede. Os nés altamente co-
nectados tém a designagao de ‘hubs’.

Um estudo interessante focou nas patologias humanas em
si, descrevendo o ‘diseasome’ e identificou também um con-
junto de genes, que mereceram a designagao ‘disease geno-
me’ (Goh et al 2007). O trabalho desenvolvido é consistente
com a existéncia de médulos funcionais especificos a condi-
¢Oes patolégicas. Os investigadores descreveram que genes
essenciais tipicamente codificam proteinas ‘hub’ e que sdo
expressas em muitos tecidos. Por contraste os genes associa-
dos as varias patologias ndo sao essenciais e tendencialmen-
te ndo codificam proteinas ‘hub’.

Neuropatologias sdo doengas complexas em que se verifi-
cam desequilibrios nas redes dinamicas de sinalizagao que
definem as tomadas de decisdo celulares. A Doenca de Al-
zheimer (DA) estd entre as neuropatologias mais comuns e
cerca de uma em cada oito pessoas com mais de 65 anos
apresenta risco. A DA é uma doenca neurodegenerativa
relacionada com a idade e de inicio insidioso (Kelley and
Petersen, 2007). E uma patologia dificil de diagnosticar, em
particular numa fase precoce, podendo ainda ser confundi-
da com outras condigdes como défice cognitivo ligeiro, de-
méncia de Corpos de Lewy e depressdo. Este quadro clinico
dificulta o diagnéstico da DA e de outras deméncias e até
mesmo a monitorizagdo da eficicia de novas terapias.

A construgdo de redes moleculares na area das neuropato-
logias apresenta-se como uma metodologia multidisciplinar
(satde, biologia celular, biologia molecular e informatica)
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que ira contribuir para o nosso conhecimento. Muitas re-
des sdo construidas a partir das interagdes regulatérias de
genes (gene regulatory interactions — GRI) ou das ligages
proteina:proteina (protein:protein interactions — PPI). Na cé-
lula, as proteinas tém fungdes do foro estrutural, enzimdtico,
sinalizador e formam complexos proteicos de modo a cum-
prir as varias fungoes fisiolégicas. Nas redes PP, as proteinas
sdo representadas por nés; dois nés estdo conectados quando
as proteinas ligam-se e interagem fisicamente. Os ‘hubs’ afe-
tam vdrias vias de sinalizagdo e por sua vez surgem como
potenciais candidatos moleculares para fins de diagndstico e
terapia. Nos isolados também podem ser alvos importantes se
estiverem associados a uma fungdo ou caracteristica biolégica
especifica a uma patologia. O alvo (‘hub’ vs né isolado) de-
pende da opgdo entre uma resposta global ou mais especifica.

Proteinas chave ja foram identificadas em varias neuropato-
logias. Tomemos como exemplo a alfa-sinucleina na doenca
de Parkinson (DP), ou a Tau e a APP (Proteina Percursora de
Alzheimer) na DA. Por sua vez varios interactomas destas
proteinas ja foram descritos (Bai et al 2008). PPls impactam
processos celulares como o tréfico e processamento intrace-
lular da APP. As PPIs podem ser reguladas em larga medida
pela fosforilagdo proteica, um processo fundamental para a
memodria, funcdo e sinalizagdo neuronal e transmissdo sindp-
tica. Neuropatologias por sua vez revelam perfis anormais
de fosforilagdo proteica, por exemplo a DP, Doenga de Hun-
tington (DH) e DA. A alfa-sinucleina, cuja fungdo é regulada
por fosforilagdo, € um componente maioritdrio nos Corpos
de Lewy, que estdo associados a DP (Okochi et al 2000). Dé-
fices motores e cognitivos na DH estdo associados a disfun-
¢do e morte neuronal, onde a fosfoproteina sinapsina | tem
um papel relevante na neurotransmissdo. Nos ratinhos que
expressam a mutagdo DH, a sinapsina | estd fosforilada a ni-
veis anormais, afectando a transmissdo sindptica (Lievens et
al 2002). Na DA as trangas neurofibrilares que se depositam
no cérebro acontecem devida a hiperfosforilagdo da proteina
tau e ao peptideo toxico que se deposita no cérebro, o Abeta,
cuja producdo também pode ser modulada por processos de
fosforilagdo (Rebelo et al., 2007). Fica evidente que ndo bas-
ta descrever o interactoma de uma Gnica proteina, mas sim
de varias que interagem e ainda dos processos criticos para
a sinalizagdo, como a fosforilagdo de proteinas. Em suma, e
dado o facto que na nossa sociedade a esperanca média de
vida estd a aumentar, é urgente identificarmos candidatos a
sistemas preditivos nas neuropatologias, recorrendo a diag-
nésticos que empregam multi-biomarcadores. E ainda rele-
vante realcar que muitas destas patologias parecem partilhar
alguns aspetos patoldgicos, nomeadamente no que diz res-
peito a formagdo de complexos oligoméricos e na deposi¢do
de agregados proteicos.

Recolha de dados para redes de interacao
proteina:proteina

As PPIs apresentam um sistema preditivo para identificar
plataformas de diagndstico aplicdveis as neuropatologias,
recorrendo a multi-biomarcadores. Um conjunto de biomar-
cadores devia distinguir entre as varias neuropatologias, em
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Figura 1 — Metodologia utilizada para elaboragao de interactomas. A proteina
central, cor escura; e as proteinas a que liga, que € o seu interactoma; cor clara.
Cada proteina é um né, nés com muitas ligagdes tém a designagao de ‘hub’.

particular a DA, dada a sua alta incidéncia na populagao.
Existem métodos experimentais e computacionais que po-
dem contribuir para este tipo de plataforma, designadamente
o desenvolvimento das redes funcionais biolégicas (Figura
1). E recomendavel que se utilize mais que um método de
modo a garantir um interactoma o mais completo possivel.
Um bom exemplo ja foi executado para a Doenga de Alzhei-
mer (Soler-Lopez et al., 2010).

A tecnologia de rastreio em levedura por dupla hibridagio
(Yeast Two Hybrid — YTH), tem vindo a contribuir para a
identificagdo dos interactomas de varias proteinas. No nosso
laboratério ja identificdmos, entre outros, o interactoma da
APP e de vdrias proteinas fosfatases (Esteves et al., 2012 e
2013). O sistema YTH € sensivel e pode identificar interagdes
transientes. Neste ‘systems biology approach” podemos ir um
pouco mais além e identificar os complexos triméricos que
se formam. De facto este procedimento ja foi utilizado para
identificar o tricomplexo APP:Fe65:PP1 (Rebelo et al., 2013).
Exercicios de ‘data mining’ permitem reunir toda a informa-
¢do disponivel dos YTH relevantes para neuropatologias.

‘In vivo’ a maioria das proteinas funciona em complexos de
multiplas subunidades. Assim € possivel purificar uma proteina
(utilizando vérias metodologias, por afinidade ou imunopre-
cipitagdo) e identificar as outras proteinas que co-purificam.
A identificacdo é possivel por espectrometria de massa. Esta
metodologia também permite a identificagdo de interactomas.

Bases de dados oferecem uma fonte adicional para identi-
ficar PPIs. Existem varias disponiveis, ficam aqui apenas al-
guns exemplos: DIP - Database of Interacting Proteins (http://
dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi); HPID - Human Protein
Interaction Database (http://wilab.inha.ac.kr/hpid/); Bio-
GRIP - Biological General Repository for Interaction Datasets
(http://thebiogrid.org/) e IntAct - curated from published pro-
tein-protein interaction data (http://www.ebi.ac.uk/ intact/).

Também é possivel identificar PPls por inferéncia. Nomea-
damente pesquisas ‘in silico’ de dominios, previamente defi-
nidos, que ligam outras proteinas ou estdo associados a fun-
¢Oes especificas. Novamente aqui serd importante recorrer a
bases de dados disponiveis.
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Figura 2 — Esquema aplicado para identificar alvos proteicos para fins clinicos
via a utilizacdo de redes.

Os dados recolhidos podem ser sujeitos a analises computa-
cionais para identificar ‘clusters’ (Figura 1). Varios programas
estdo disponiveis incluindo “Nestedcluster” e “SAINT”, as
matrizes PPl sdo agrupadas de modo a gerar as redes (Gou-
dreault et al 2009; Choi et al 2010).

Redes fisiologicamente relevantes

Toda a informacgao de PPIs recolhida pode ser apresentada
em mapas fisicos de redes. As redes biolégicas sdo parti-
cularmente relevantes dado que varias patologias humanas
tém contributos de muitos processos biolégicos; doengas
cardiovasculares, cancro e, como aqui focamos, as neuro-
patologias. A partir dos mapas fisicos é possivel identificar
putativos candidatos a biomarcadores (Figura 1); ‘hubs’ e
nds, como acima descrito. Os médulos estruturais refletem
os médulos funcionais sendo possivel identificar as vias re-
levantes e potenciando novos biomarcadroes e alvos farma-
céuticos. Esses candidatos podem ser definidos por meios
computacionais, adicionalmente com as novas tecnologias
sera possivel identificar pequenas flutuagdes e providenciar
uma medicina personalizada.

No que diz respeito as neuropatologias algumas vias fisiol6-
gicas parecem ser relevantes. Como ja referido a agregacdo
proteica € um aspeto comum a muitas neuropatologias e a
homeostasia proteica (proteostasia) por sua vez controla a
qualidade proteica e o equilibrio entre o dobramento de pro-
teinas, a degradacdo e a agregacao (Kettern et al., 2010). As
varias vias ndo atuam isoladamente mas sim de um modo
coordenado de maneira a salvaguardar a integridade do pro-
teoma celular. E evidente que entender todos os mecanis-
mos subjacentes a agregacdo proteica é fundamental para
a compreensdo destas patologias em toda a sua dimensao.
Justifica-se assim a necessidade de descrever as varias prote-
inas/interactoma que liga a uma proteina central para a neu-
ropatologia em questdo. As redes mapeadas e os médulos
estruturais identificados podem ainda revelar subredes de
interagdes proteicas partilhadas por varias neuropatologias.
E expectdvel que algumas das subredes resultantes irdo re-
meter para a agregagdo proteica, por exemplo.

Candidatos para aplicagdo na pratica clinica tém que ser va-
lidados (Figura 2). No caso em andlise a validagao terd que
ser efetuada em tecidos humanos, de preferéncia periféricos.
Os processos de validagdo sdo complexos e para uso no
ambiente clinico tém que ser devidamente confirmados. No
que diz respeito a neuropatologias existem iniciativas a nivel
Europeu para validar os poucos biomarcadores atualmente
disponiveis (por exemplo: Abeta, Tau e Tau fosforilado) e ga-
rantir o controlo da qualidade.

Conclusao

Tendencialmente na biomedicina focamos-nos numa unica
patologia, via de sinalizacdo, proteina ou gene. No entanto
as proteinas ndo atuam isoladamente mas sim numa rede
altamente interligada. Por outro lado os progressos atuais
apresentam outras possibilidades para iniciar o estudo destas
redes biol6gicas, nomeadamente se considerarmos a bio-
logia de sistemas. Esta area do conhecimento é altamente
multidisciplinar, envolvendo também a investigagdo transla-
cional no que diz respeito a validagao dos alvos para fins
terapéuticos, diagndsticos e prognésticos. Os ‘hubs’ e nés
podem ser aplicados nas tecnologias de biossensores, pro-
videnciando uma resposta genérica ou especifica. As mes-
mas tecnologias podem ainda contribuir para uma medicina
personalizada e assim representam uma aposta forte para o
futuro na medicina.
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