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Resumo

A cultura de tecidos surgiu no século xx (Harrison,
1907) para estudar o comportamento das células ani-
mais em ambiente homeostdtico e em situacoes de
stress.

A capacidade de estudar as células a nivel molecular
relaciona-se com a forma como as células podem cres-
cer e ser manipuladas em laboratério. A cultura de
células 77 vitro permitiu estudar crescimento, diferen-
ciacio e morte celular e efectuar manipulagoes gené-
ticas necessdrias ao perfeito conhecimento da estrutu-
ra e fungoes dos genes.

A cultura de células estaminais humanas veio colma-
tar algumas limitagoes inerentes aos restantes mode-
los de cultura. Ao que parece, as células estaminais
cancerigenas mantém-se quiescentes nos locais me-

Abstract

In the beginning of the 20% century, tissue culture
was started with the aim of studying the behaviour of
animal cells in normal and stress conditions.

The cell study at molecular level depends on their
capacity of growing and how they can be manipula-
ted in laboratory. /n vitro cell culture allows us the
possibility of studying biological key processes, such
as growth, differentiation and cell death, and also to
do genetic manipulations essential to the knowledge
of structure and genes function.

Human stem cells culture provides strategies to circu-
mvent other models’ deficiencies.

It seems that cancer stem cells remain quiescent until
activation by appropriated micro-environmental sti-
mulation.
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tastdticos até serem activadas por sinais apropriados
do microambiente.

Virios estudos revelaram que diferentes tipos de can-
cros podem surgir da transformag¢ao maligna de célu-
las estaminais. A eliminagio destas células progenito-
ras tumorais é essencial para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas mais eficazes em can-
cros agressivos. Por outro lado, a utiliza¢io de células
dendriticas modificadas em cultura poderd contribuir
para a produc¢io de uma potencial vacina terapéutica
eficaz para obter a regressao tumoral.

Rev Port Pneumol 2009; XV (4): 669-682

Palavras-chave: Cultura de células, oncologia, célu-
las dendriticas, terapéutica.

Several studies reveal that different cancer types could
be due to stem cell malignant transformations. Re-
moval of these cells is essential to the development of
more effective cancer therapies for advanced disease.
On the other hand, dendritic cells modified in cultu-
re may be used as a therapeutic vaccine in order to
induce tumour withraw.

Rev Port Pneumol 2009; XV (4): 669-682

Key-words: Cell culture, oncology, dendritic cells,
therapy.
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Introducéio histérica

No século x1x, Sydney Ringer, ao desenvol-
ver solugdes salinas capazes de assegurar as
necessidades vitais de 6rgaos isolados do or-
ganismo, langou as bases do que viria a ser a
cultura de células. Todavia, foi Wihelm
Roux quem conseguiu pela primeira vez,
em 1885, manter vivas durante varios dias
células embriondrias isoladas de pinto numa
solugio salina aquecida.

No inicio do século xx, Ross Harrison pla-
neou e aplicou a metodologia da cultura de
tecidos, de modo a estudar o comportamen-
to das células animais quando livres das res-
trigdes impostas pelo ambiente em que na-
turalmente existem em condicoes de
homeostasia, mas também sob o stress de
uma experiéncia laboratorial. Estas técnicas,
inicialmente aplicadas a fragmentos de teci-
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dos sélidos, sofreram avangos significativos
nas décadas de 40 e 50, altura em que a cul-
tura de células previamente dispersadas pas-
sou a ter grande divulgago, impulsionadas
pelas pesquisas em virologia devido & neces-
sidade de produzir vacinas antivirais em lar-
ga escala, nomeadamente com a vacina Po-
lio Salk, mas também pelas pesquisas
iniciadas em oncologia, dada a crescente ne-
cessidade de um conhecimento mais pro-
fundo nesta 4rea’.

Cultura de células

Principios bésicos

Ha4 algumas décadas, a cultura de células era
vista como algo esotérico, cuja finalidade e
aplicabilidade praticas nao se conseguia adi-
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vinhar. Actualmente, ¢ uma técnica larga-
mente reconhecida e rotineiramente utiliza-
da no laboratério, particularmente em in-
vestigagio. Para o sucesso da cultura de
células, o cumprimento das regras e cuida-
dos de assepsia é fundamental, uma vez que
cerca de 70% dos problemas que surgem
sao devidos a contaminacoes?.

A cultura de células animais (cultura de teci-
dos ou de células sanguineas/hematopoiéticas
ou outras) inicia-se pela dispersao das células
obtidas a partir de um fragmento de tecido
(hematopoiético, muscular, epitelial ou ou-
tro) num meio nutritivo apropriado, coloca-
do em frasco ou placa de cultura, apés o que
se verifica que a maioria das células adere a
superficie sélida e cresce em monocamada ou
em suspensao. A obtengao de uma populagio
ou cultura de células é possivel de virias for-
mas, das quais se indicam duas:

— Crescimento ou migragio de células de
um fragmento de tecido — onde a seleccio
se baseia na capacidade virtual de as célu-
las migrarem da amostra de tecido;

— Dispersao celular — cuja selecgao resulta
da capacidade de as células sobreviverem a
metodologia aplicada e que pode ser a de-
sagregacdo enzimdtica ou mecinica do te-
cido. Comparativamente ao primeiro mé-
todo, a dispersdo celular, apesar de mais
trabalhosa, permite obter, em menos tem-
po, um maior nimero de células represen-
tativas de todo o tecido’.

Para a desagrega¢ao enzimadtica a tripsina é
a enzima mais usada, uma vez que é bem
tolerada pela maioria das células e eficaz na
maioria dos tecidos e a sua actividade resi-
dual pode ser neutralizada pelo soro do meio
de cultura ou por um inibidor sintético adi-
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cionado. As desvantagens deste método sio
sobretudo a possivel lesao celular e a even-
tual ineficicia em determinados tecidos,
particularmente quando apresentam matriz
rica em colagénio e fibrose, sendo necessa-
rio, neste caso, utilizar outras enzimas, como
a colagenase, a pronase ¢ a dispase, isoladas
ou em associagao’.

A desagregacdo mecénica pode ser feita
por compressao das células contra uma pe-
neira com malha de didmetro sucessivamen-
te menor, passando as células através de uma
seringa e agulha ou simplesmente pipetando
repetidamente. Esta técnica tem a vantagem
de ser mais rdpida do que a dissociagio enzi-
mitica, embora cause mais lesdes mecanicas
as celulas?.

A cultura de células pode ser feita em mono-
camada ou em suspensio. Na cultura em
monocamada, as células vio aderir a um
substrato e propagam-se. E o método mais
usado e tem como condicio essencial a ade-
$20 a0 substrato, “ancoragem”. Esta depen-
déncia da “ancoragem” é um pré-requisito
indispensdvel a proliferagio celular, nesta
metodologia. A cultura em suspensao ¢
usada para células que sobrevivem e prolife-
ram sem necessidade de adesao (indepen-
dente da “ancoragem”). E o caso das células
hematopoiéticas, das linhas celulares trans-
formadas ou das células derivadas de alguns
tumores malignos de 6rgaos sélidos®.

A Fig. 1 resume a forma de obtencio de cul-
turas celulares primdrias e secunddrias (li-
nhas celulares) a partir de um fragmento de
tecido. Uma cultura celular secunddria ¢é
uma linha celular resultante da manutencio
da cultura celular primdria.

Quando a cultura primdria se mantém por
algumas horas, as células com capacidade
de proliferar aumentam em ndmero, en-
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Amostra de tecido

Amostra de tecido vai ser dispersa numa
suspensao de células

Suspensio de células—

As células s@o removidas da placa de

cultura e colocadas noutra placa numa
densidade inferior para formarem uma

cultura secundaria

R

As células séo colocadas numa
placa de cultura com meio nutritivo
@) & apropriado

ﬂ Cultura primaria

e As células da cultura primaria vao
: crescer até cobrir a totalidade do

ﬂ substrato

éo@

Cultura secundaria

Fig. 1 — Obtenc&o de uma linha celular a partir de um tecido. As células obtidas por desagregagao do tecido séo colocadas

em cultura com os nutrientes adequados (cultura primaria).

Posteriormente, so feitas subculturas com baixa densidade

celular para obter culturas secunddrias e estabelecer uma determinada linha celular

quanto as que nao sobrevivem as condigdes
usadas morrem; outras hd que sobrevivem,
mas nio proliferam. Assim que toda a ca-
mada de substrato da cultura for ocupada e
as células confluirem, estabelecendo con-
tacto umas com as outras, surge a necessi-
dade de proceder a subculturas sucessivas.
Nestas, a frac¢ao de crescimento é mais ele-
vada, ocorrendo a seleccao de células com
capacidade proliferativa em detrimento das
outras, que sio eliminadas. Assim, de uma
cultura muito heterogénea, contendo vérios
tipos de células do tecido original, emerge
uma linha de células mais homogénea.
Obtém-se desta forma uma linha celular
por subcultura de uma cultura primdria, a
qual é necessdrio renovar periodicamente o
meio de cultura. Quando apenas é seleccio-
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nada uma linhagem celular, designa-se por
célula strain’.

Para a manutencio das células em cultura é
necessdrio que a incubagao ocorra numa at-
mosfera apropriada e controlada quanto a
temperatura, 3 humidade e 2 composigao da
fase gasosa. A maioria requer uma atmosfera
pobre em oxigénio, embora varidvel de acor-
do com as necessidades especificas das célu-
las em causa. A concentragao de CO, supe-
rior a da atmosfera normal, ¢ igualmente
fundamental para o sucesso das culturas ce-
lulares, sendo frequentemente necessdrio
adicionar este gds a atmosfera em que as cé-
lulas se encontram?®.

O meio de cultura escolhido ¢ igualmente
fundamental e indispensdvel, uma vez que é
este que fornece nutrientes, hormonas, fac-
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tores de crescimento e outros substratos es-
senciais 4 expressao de fungoes especializa-
das das células, sustentando o seu cresci-
mento continuo, substituindo e reprodu-
zindo, o melhor possivel, as condigoes i
vivo, uma vez que as culturas de células se
apresentam como alternativa aos estudos
em modelos animais, reproduzindo in vitro
as condigoes 7 vivo>.

Diferenciagio celular

As primeiras células de um embrio sao célu-
las estaminais totipotentes, com a capacida-
de de originar todas as células do organismo.
Estas células primordiais vao diferenciar-se
em células multipotentes, com diferenciagio
mais restrita, que dao origem a células esta-
minais teciduais. Todas as células estaminais
tém a capacidade de se dividir, originado cé-
lulas estaminais adicionais e células compro-
metidas com a diferenciacio; estas tltimas
podem eventualmente parar de se dividir e
entrar em apoptose®. Assim, todas as células
do nosso organismo tém origem em células
estaminais organoespecificas que se diferen-
ciam nos tipos celulares que compéem cada
6rgao. Estas células estaminais tecido-
especificas distinguem-se das células estami-
nais embriondrias pelo facto de a sua dife-
renciagio ficar limitada aos tipos celulares de
um determinado 6rgao (Fig. 2)°.

A diferenciagao celular é o processo que
conduz a expressao fenotipica das proprie-
dades que caracterizam uma célula madura
in vivo, a partir duma célula indiferenciada.
Este processo nem sempre estd completo ou
¢ irreversivel. Além disso, com a diferencia-
a0, a capacidade de divisio celular diminui.
No entanto, em muitas células estes dois
processos sao incompativeis, o que porém
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nao acontece em alguns tipos de células tu-
morais’.

O compromisso com determinada diferen-
ciagio implica a progressao inexordvel de
uma célula estaminal para uma linha celular
definida e particular e, portanto, com um
potencial de diferenciagio limitado®. Alguns
estudos recentes comprovam que algumas
células estaminais adultas podem dar ori-
gem a tecidos distintos daqueles de onde
foram obtidas, desde que as condi¢oes expe-
rimentais sejam particulares. Este processo
designa-se por transdiferenciagao’.

A diferenciagao terminal reflecte o proces-
so segundo o qual a célula progrediu para
uma linhagem particular até a0 momento
em que o fendtipo maduro se encontra esta-
belecido, e a partir do qual nao é possivel
progredir mais. A desdiferenciagao corres-
ponde a perda irreversivel das caracteristicas
fenotipicas de uma célula madura. Refere-se
a perda da diferenciagio do tecido, tal como
sucede quando este se torna maligno ou
cresce em cultura, tratando-se de um fenéd-
meno adaptativo’.

Identificagao celular

Muitas fungoes celulares especializadas sao
igualmente expressas in vitro, o que ¢ de
grande relevo na cultura de células. De fac-
to, se as propriedades das células diferencia-
das em cultura forem perdidas, torna-se
complicado relacionar essas células com as
células funcionais do tecido de onde foram
extrafdas. E necessdrio usar marcadores est4-
veis. A identidade de uma cultura é definida
pela sua linhagem in vivo, isto é, hemato-
poiética, glial, entre outras, mas também
pelo seu estddio de diferenciagao (posicao
na linhagem), ou seja, se é célula estaminal,
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Mesoderme

Fig. 2 - Diagrama esquematico das possiveis vias de diferenciagdo das células estaminais embriondrias (cee). As cee
podem dar origem a trés camadas germinativas, endoderme, mesoderme e ectoderme, durante o desenvolvimento embrio-
nério. Destas camadas vao originar-se as células que constituem os tecidos/6rgéos do organismo.

(Adaptado e modi cado de Mimeault M, et al., 2006 )

célula precursora de linhagem tissular ou cé-
lula madura diferenciada. A fonte da cultura
também determina o tipo de componentes
tissulares/celulares que devem estar presen-
tes. Assim, linhas celulares derivadas de teci-
do embriondrio devem conter células esta-
minais e células precursoras de linhagem e
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serem capazes de um maior nivel de auto-
renovacio do que as culturas derivadas de
tecido adulto?.

Ao contrdrio da cultura de células, a cultura
de 6rgaos tem oferecido grandes dificuldades
relacionadas sobretudo com a impossibilida-
de prética de se reproduzir um elevado na-
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mero de culturas idénticas e pela heteroge-
neidade da amostra, essencial para a
manutengao do fenétipo do tecido. A realiza-
¢ao destas culturas exige um elevado nivel de
conhecimento e experiéncia, grande dispén-
dio de meios e de material para produgio de
pequenas quantidades de tecido com elevada
instabilidade celular. Por estas razoes, recorre-
-se geralmente & cultura de células. No entan-
to, as culturas de érgaos tém vantagens relati-
vamente aos estudos iz vivo, nomeadamente
quanto ao controlo do ambiente envolvente,
a caracterizacdo e 8 homogeneizagao da amos-
tra e ao custo inferior’.

A alteragao de uma cultura celular, que da
origem a linhas celulares continuas e imor-
talizadas, ¢ designada por transformacio i
vitro, e pode ocorrer espontaneamente, ser
induzida quimicamente ou recorrendo a vi-
rus. Este processo estd, contudo, associado a
um aumento da tumorigénese. De facto, a
maioria das células de linhas continuas tem
propriedades idénticas as das células malig-
nas, como por exemplo a diminui¢io da ne-
cessidade de factores de crescimento?.

Aplicacées da cultura de células
em oncologia

Cultura de células estaminais

A cultura de células estaminais humanas,
apesar de levantar questoes éticas e legais,
vem colmatar algumas limitagoes inerentes
aos restantes modelos de cultura de células.
Contudo, a aplica¢io das pesquisas efectua-
das com estas células nos diferentes campos
da medicina, desde a prevengao ao diagnds-
tico, passando pelo tratamento, obriga a que
se aprofundem os conhecimentos sobre as
suas propriedades biolégicas’.

REVISTA PDRTUG

As células estaminais sio células indiferen-
ciadas, com capacidade de divisao e renova-
¢ao ilimitada, que podem originar virias li-
nhas celulares, ou células progenitoras de
linhagem, contribuindo assim paraa homeos-
tasia celular e para a reparacio tecidular apds
uma lesao. Assim, dao origem a células esta-
minais adicionais, de forma a manter o seu
pool e a células-filhas comprometidas com a
diferencia¢io nos vdrios tipos celulares do
organismo?. Estudos efectuados em embri-
Oes permitiram identificar diferentes tipos
de células estaminais existentes em tecidos
fetais, no sangue do cordio umbilical e em
nichos celulares especificos de muitos teci-
dos/érgaos de mamiferos adultos; exemplos
destes locais sio a medula dssea, o cérebro, o
olho, a pele, o coracio, os rins, o tubo diges-
tivo, o pancreas, o figado, a mama, os ova-
rios, a prostata, os testiculos e o pulmao®.
No entanto, as células estaminais com po-
tencial mais abrangente sio as embriond-
rias. Estas células derivam da massa interna
do blastécisto e vao dar origem aos 276 ti-
pos de células diferentes do corpo humano.
Sao células pluripotentes, e nao totipotentes,
como ¢ o caso do zigoto.

A medida que o desenvolvimento do orga-
nismo evolui, o potencial pluripotente di-
minui, ficando consignado ao tecido de
onde as células provém, que se diferenciam
preferencialmente em células do mesmo” 8.
Algumas células estaminais, como as hema-
topoiéticas, tém uma elevada taxa de repli-
cagio, de forma a assegurarem um nimero
elevado de leucécitos, eritrécitos e plaque-
tas. J4 as células estaminais da pele e do c6-
lon, por exemplo, apresentam um cresci-
mento mais lento, mas constante. Hd outras,
nomeadamente as células estaminais adul-
tas, que se mantém quiescentes por perio-
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dos de tempo mais ou menos longos,
tornando-se activas quando estimuladas por
hormonas/factores de crescimento ou por
lesao dos tecidos®©.

Em virtude das diferentes propriedades que
caracterizam os vérios tipos de células esta-
minais, temos que considerar as vantagens e
as desvantagens da sua utilizagao em cultu-
ra. As vantagens das células estaminais em-
briondrias sio: possibilidade de se isolar
uma populacio celular pura com pluripo-
téncia e crescimento indefinido, onde a ele-
vada expressao de telomerases é uma evi-
déncia®. As desvantagens que apresentam
sa0: a presenca de “marcas” imunoldgicas do
tecido/érgao dador, a necessidade de se con-
trolar o crescimento para evitar o apareci-
mento de clones celulares malignos, a neces-
sidade de se controlar a diferenciacio ao
longo da via apropriada e a expressao de ge-
nes embriondrios/fetais® 7 5.

Por outro lado, as células estaminais somd-
ticas podem ser utilizadas para transplantes
autSlogos sem reacgio imunoldgica, expres-
sam genes adultos, tém capacidade de desdi-
ferenciagio em células pluripotentes e apre-
sentam desenvolvimento  plastico/flexivel.
As grandes desvantagens destas células esta-
minais relacionam-se com a dificil obtencao
de populagdes celulares puras, a auséncia de
crescimento indefinido i7 vitro, a capacidade
de desencadearem reacgdes alogénicas e a di-
ficuldade de manuten¢io num estado indi-
ferenciado em cultura durante longos perio-
dos de tempo. Este tltimo aspecto dificulta
a sua utilizacdo com objectivos terapéuticos,
em virtude da senescéncia celular® 7 8.

As células estaminais podem ser obtidas a
partir do sangue do corddo umbilical, da
medula dssea e do sangue periférico, sendo
este tltimo método o mais utilizado actual-
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mente. Apesar de a colheita a partir da me-
dula éssea ser a mais invasiva, é, em contra-
partida, a que permite obter maior
quantidade de células estaminais®°.

O sangue do cordao umbilical tem a van-
tagem de conter maior nimero de células
hematopoiéticas por unidade de volume,
comparativamente com o sangue periférico
e a medula dssea. A colheita, feita apds o
nascimento, é indolor e sem risco, quer para
o recém-nascido quer para a mae, ¢ as célu-
las estao imediatamente disponiveis para
transplante. Este método estd associado a
menor incidéncia de doenga aguda do en-
xerto contra hospedeiro, a maior tolerincia
em termos de compatibilidade HLA e a me-
nor risco de complica¢oes infecciosas’.

A colheita de células estaminais do sangue
periférico tem a vantagem de ser um méto-
do pouco invasivo e que permite contornar o
pequeno ndmero de células existentes em
circulagao pela colheita de maior quantidade
de sangue e/ou cultura das células. Outra
possibilidade de aumentar o nimero de cé-
lulas estaminais no sangue periférico ¢ a sua
mobilizagio, a periferia, da medula, por ac-
¢ao de factores de crescimento?.

A utilizagao de células estaminais no tratamen-
to de multiplas doengas, a terapia celular, tem
sido particularmente interessante em vdrias
dreas médicas e oncoldgicas em geral® 78 10,

A utilizagao de células estaminais na investi-
gacdo, quer em investigagio bdsica, quer
aplicada, tem permitido o estudo dos facto-
res e mecanismos genéticos que determinam
a diferenciacio celular e a especializagio dos
tecidos. Permite ainda a identificagio da
origem bioquimica e molecular de algumas
doengas resultantes da divisao celular anor-
mal ou da deficiéncia nos mecanismos de
diferenciagao. A sua utiliza¢io tem permiti-
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do também o desenvolvimento de novos
firmacos dirigidos aos defeitos celulares e
moleculares e, neste sentido, podem ainda
ser usadas como modelos celulares para tes-
tar o efeito ou a toxicidade de firmacos,
quer em substitui¢io quer como comple-
mento dos sistemas iz vitro, ou dos modelos
animais?.

Cultura de células tumorais

A cultura de células tumorais, sobretudo no
caso de tumores humanos espontineos,
apresenta problemas semelhantes aos da cul-
tura de células especializadas do tecido nor-
mal. As células tumorais tém que ser separa-
das das células do tecido conjuntivo normal,
preferencialmente usando um meio de cul-
tura apropriado para células neopldsicas.
Esta dificuldade acentua-se quando o pro-
p6sito é cultivar um tipo especifico de célu-
las. De facto, as neoplasias sio geralmente
compostas por uma grande variedade de cé-
lulas, tornando assim mais dificil a represen-
tatividade de reprodutibilidade da amostra.
O problema da selectividade ¢ particular-
mente importante quando as amostras sao
recolhidas de metdstases secunddrias. Estas,
apesar de crescerem melhor, podem nao ser
representativas do tumor primdrio ou mes-
mo das outras localizagbes secunddrias do
tumor. No entanto, as caracteristicas dos tu-
mores com uma grande autonomia e capaci-
dade de dar origem a linhas celulares imor-
tais fazem com que seja possivel uma vasta
investigacdo, independentemente da incer-
teza quanto 2 relagio entre o tumor estuda-
do e aquele que lhe deu origem?®.

E provivel que uma parte das células neo-
pldsicas em cultura tenha uma esperanca
média de vida limitada devido a alteracoes
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genéticas “de novo”, a diferenciagao termi-
nal ou a senescéncia natural. Além disso, a
dilui¢do da cultura, ao reduzir o nimero de
células e, consequentemente, a interac¢io
celular, pode comprometer a sua sobrevi-
véncia. Por outro lado, a capacidade letal do
tumor relaciona-se com a sua capacidade de
infiltracdo e de crescimento descontrolado,
que pode residir num pequeno grupo de cé-
lulas estaminais transformadas, tao pequeno
que a diluigao subsequente a4 remogio do
tecido original impega a sua sobrevivéncia’.
Por outro lado, o cancro resulta da desregula-
¢ao da proliferagio e da apoptose, bem como
da faléncia dos mecanismos reguladores da
diferencia¢io celular normal. H4 evidéncias
de uma relagio inversa entre a capacidade de
diferenciagao e o grau de malignidade, facto
que justifica a aplicacdo de medidas terapéu-
ticas que induzem as células tumorais a
diferenciar-se. Aparentemente, as células tu-
morais podem manter a capacidades de res-
ponder a indutores de diferenciagao, o que
nem sempre se verifica em células normais.
Uma vez que as células tumorais sio capazes
de se diferenciarem iz vitro, é de certa forma
inesperado que nao o fagam 7 vive, a nao ser
que o processo de diferenciagio nio esteja
completo e continue a ser possivel. Outra ex-
plicacio relaciona-se com a existéncia de um
compartimento de células estaminais insensi-
veis ao feedback inibitério ou outras formas
de regulagio, resultando numa proliferagao
descontrolada, independentemente da dife-
renciagao celular?.

Neste sentido, a contribui¢ao de vérios estu-
dos utilizando a cultura de células tem sido
uma ferramenta importante, ou pelo menos
complementar, na clinica oncoldgica. De
facto, este modelo experimental tem permi-
tido o estudo dos mecanismos moleculares
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envolvidos na carcinogénese e a identifica-
¢ao de marcadores de diagnéstico e prog-
néstico, Uteis para a decisao terapéutica (por
exemplo, o receptor Herb-2 e o cancro da
mama, a translocacio 9,22 e a LMC e a
LLA, as mutagoes no receptor do factor de
crescimento da epiderme [EGF-R] e o can-
cro do pulmao)>1°.

Todavia, para que a cultura de células seja
aceite como uma fonte de marcadores de
progndstico e da eficdcia terapéutica, tém
que se considerar diversas regras. Assim, é
importante a standardizagio dos métodos
usados, as vdrias andlises, a defini¢do precisa
dos subgrupos de doentes e a defini¢io dos
objectivos, bem como das condi¢oes econé-
micas e logisticas’.

Somente desta forma se pode aceitar a cul-
tura de células como modelo dtil para a in-
vestigagao de novos marcadores de diagnds-
tico, orientagdo terapéutica e avaliagio do
prognostico de intimeras patologias do foro
oncolégico’.

Cultura de células tumorais

em pneumologia

O cancro do pulmio é um problema im-
portante de satide publica mundial, sendo
responsdvel por uma das maiores taxas de
mortalidade por cancro em ambos os sexos.
No carcinoma pulmonar de nio pequenas
células (CPNPC), o tipo de cancro pulmo-
nar que apresenta a maior tendéncia para
metastizar e recidivar, uma das principais
razdes para a elevada mortalidade ¢ o facto
de o diagndstico ser efectuado num estddio
avancado da doenga, o que, associado as co-
morbilidades relacionadas com a idade dos
doentes (mais de 50% tem mais de 65 anos
e cerca de 30% mais de 70 anos aquando
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do diagndéstico), condiciona a eficicia e a
tolerabilidade a4 quimioterapia actualmente
disponivel'12.

O desenvolvimento de técnicas e metodolo-
gias que facilitem o diagnéstico precoce e, ao
mesmo tempo, a orientagio da terapéutica
para alvos moleculares de forma mais indivi-
dualizada/personalizada, constituird um pro-
gresso substancial no combate a este tipo de
cancro, com beneficios claros na sobrevivén-
cia e na qualidade de vida dos doentes!"'3.

A cultura de células poderd constituir um
valioso auxiliar & prética clinica em pneu-
mologia oncoldgica, uma vez que permitird
o conhecimento e a compreensio das altera-
¢oes genéticas e do comportamento biol4gi-
co do cancro do pulmio. Abre-se, assim,
caminho 2 identificacao de marcadores mo-
leculares de diagnéstico, a identificacio de
novos alvos terapéuticos e ao desenvolvi-
mento de novos firmacos, dirigidos especi-
ficamente as vias de transducao de sinal in-
tracelular, relacionadas com a proliferacio, a
diferencia¢io e a morte celular das células
cancerosas'41>16,

A sobreexpressiao do receptor do factor de
crescimento epidérmico (EGFR), frequente
em diversas neoplasias malignas sélidas,
onde estd implicada na proliferagao celular,
na angiogénese e na metastizacio, ¢ comum
no CPNPC e relaciona-se com a resisténcia
a quimioterapia e a0 mau prognoéstico, pelo
que é um alvo terapéutico importante no
tratamento desta patologia'’.

A cultura de células de linhas celulares de
CPNPC tem-se mostrado um modelo muito
util para estudar a ac¢io e a resposta a novos
agentes terapéuticos, como aos inibidores da
tirosina quinase (ITC), particularmente o
anti-EGFR erlotinib, aprovado em 2004 pela
Food and Drug Administration, nos EUA, e
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em 2005 pela Agéncia Europeia de Medica-
mentos, para o tratamento de CPNCP em
estddios avangados, apds pelo menos uma li-
nha de quimioterapia. A mesma metodolo-
gia revela-se igualmente dtil para estudos re-
lacionados com a resisténcia & quimioterapia
e a identificagio de novas abordagens diag-
nésticas, facilitando também o estadiamento
e o planeamento da terapéutica com maior
exactidao!'>1819,

A cultura de células tem também sido de
grande utilidade em estudos de metastiza-
¢ao. Como ¢ sabido, o desenvolvimento e o
crescimento dos tumores s6lidos estd depen-
dente da neoangiogénese, um processo ini-
ciado pela libertacio de factores pré-
-angiogénicos pelo préprio tumor®. Deste
modo, a inibi¢do deste processo constitui
uma estratégia terapéutica-chave e uma pro-
messa de optimismo para o tratamento do
cancro do pulmio. Os estudos efectuados
recorrendo ao modelo da cultura de células
permitiram identificar os mecanismos de ac-
¢ao0, com elevada especificidade, no processo
da angiogénese de vdrias moléculas, algumas
das quais esto jd aprovadas para o tratamen-
to destes cancros, como por exemplo o anti-
corpo monoclonal Bevacizumab?.

Cultura de células dendriticas

As células dendriticas (CD) sao células apre-
sentadoras de antigénio. Um dos principais
papéis destas células é o processamento e a
apresentagdo de antigénios a outras células
do sistema imunitdrio, um passo crucial no
desenvolvimento de uma resposta imunité-
ria adequada, desencadeando a activagao de
células T, cujo receptor é especifico para o
antigénio particular que estd a ser apresenta-
do. A resposta imunitdria resultante, media-
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da pelos linfécitos T citotéxicos, é o princi-
pal meio pelo qual as células tumorais
podem ser destruidas pelo organismo, uma
vez que produzem antigénios que podem
ser reconhecidos e destruidos por este meca-
nismo.

A ideia de utilizar o sistema imunitdrio
como “arma’ contra o cancro tem motivado
multiplos trabalhos de investigacio nas ulti-
mas décadas. Actualmente explora-se a ad-
ministracio de células dendriticas modifica-
das em cultura como uma potencial vacina
terapéutica para obter regressio tumoral,
isoladamente ou em combinagao com as te-
rapéuticas actuais.

Na sua maioria, estas vacinas sio produzidas
a partir de células, obtidas por recolha de san-
gue periférico, posteriormente cultivadas e
expostas a antigénios tumorais?!?%%3,

Os antigénios tumorais variam substancial-
mente entre os diferentes tipos de cancro e
para cada doente em particular. O que se
pretende ¢ criar uma vacina a partir de anti-
génios tumorais especificos de um doente,
assegurando que a resposta imunitdria, se
ocorrer, seja dirigida as células tumorais des-
se individuo. A eficdcia serd tanto maior
quanto mais precisa for a relagio entre a va-
cina e o hospedeiro?'.

Actualmente, hd trés métodos para expor as
CD aos antigénios tumorais ex-vivo:

— Peptide-pulsing utilizando antigénios iso-
lados, determinados previamente; é o mé-
todo mais directo;

— Exposigao das CD aos fragmentos das cé-
lulas tumorais do préprio doente, o que
permite o contacto com todos os antigé-
nios existentes;

— Fusio ex-vivo das CD com as células tu-
morais do doente, ultrapassando o proces-

UESA DE PNEUMDLDGIA

Vol XV N.24 Julho/Agosto 2009

679



680

REVISTA

MDDELDS EXPERIMENTAIS EM DNCDLDGIA: O CONTRIBUTD DA CULTURA DE CELULAS

PARA D CONHECIMENTD DA BIDLDGIA DD CANCRD
Mariana Cruz, Margarida Enes, Marta Pereira, Marilia Dourado, Ana Bela Sarmento Ribeiro

so de ingestdo e colocando a disposi¢ao da
célula apresentadora todos os antigénios
contidos na célula tumoral?22,

O recurso a células tumorais (por fusio ou
ap6s lise) como fonte de antigénios é prefe-
rivel A utilizac¢io de antigénios tumorais de-
finidos, uma vez que aumenta a probabili-
dade de um maior nimero de células do
tumor ser reconhecido e destruido?24.

Para além dos métodos que expoem as CD
ao antigénio directamente, também ¢é possi-
vel transferir os genes que codificam aos an-
tigénios especificos do tumor. Assim,
consegue-se uma producio e uma disponibi-
lidade continuas de peptideos antigénicos,
através de uma fonte intracelular. Isto obtém-
-se pela transferéncia do ARN tumoral ou
pela utilizagio de vectores virais?!:2225-28,

Os adenovirus sio usados frequentemente,
podendo também recorrer-se aos poxvirus,
herpes virus e lentivirus, entre outros. Neste
caso, o virus infecta as CD, inserindo nestas
o gene desejado, permitindo a produgio e a
apresentagdo continua do antigénio. A efi-
cicia pode ser aumentada se o vector viral
for simultaneamente utilizado para transfe-
rir genes que codificam citocinas estimula-
doras dos linfécito T citotdxicos, como a
[L12 ea IL 2%,

Estes métodos tém sido utilizados na produ-
¢ao de vacinas, de uso experimental, para
linfomas, melanomas, gliomas malignos,
carcinomas da préstata, de células renais,
carcinoma da mama, do pincreas, colorrec-
tal e carcinoma do pulmao de pequenas célu-
las. Apesar de resultados preliminares ainda
pouco significativos, tem-se verificado um
aumento moderado da sobrevida e da quali-
dade de vida em muitos casos, com auséncia
de efeitos secunddrios relevantes??23.2628-3¢,

Em resumo, podemos afirmar que h4 ainda
muitas limita¢oes ao uso generalizado destas
vacinas, que impedem o seu sucesso absolu-
to. Em muitos casos, nio se identificou ain-
da um antigénio tumoral eficaz, ou nao ¢
possivel colher a quantidade de tecido tumo-
ral suficiente para a preparagio antigénica®.
O fenémeno de “escape” tumoral ocorre por
selecgao natural das células neopldsicas, alta-
mente mutagénicas, que conseguem escapar
a0 sistema imunitdrio. E provavel que, nes-
tas condigoes, respondam de forma anéma-
la, 0 que, entre outros efeitos, pode provocar
a autodestruicio dos linfécitos!®.

E portanto necessdrio prosseguir os estudos
e melhorar as técnicas, para que a produgio
de vacinas terapéuticas a partir de cultura de
células dendriticas possa vir a ser, com su-
cesso, uma rotina no tratamento do doente
oncolégico?.

Em conclusio, por tudo o que foi exposto,
podemos afirmar que o desenvolvimento
de modelos experimentais utilizando a cul-
tura de células tem dado um importante
contributo para a melhor compreensio da
oncogénese, nomeadamente no cancro do
pulmio, permitindo um diagnéstico pre-
coce ¢ a institui¢do de terapéuticas dirigi-
das e mais eficazes. Contudo, para que a
técnica da cultura de células possa ser acei-
te na prética clinica como uma ferramenta
util e capaz de fornecer informagoes de va-
lor diagnéstico, e sobretudo o progndstico
para o desenvolvimento de novas terapéu-
ticas em oncologia, tém de ser cumpridas
vérias regras, entre elas a standardizacio
dos métodos, dos grupos de doentes a and-
lise e das condicoes logisticas, sem esquecer
as econdmicas. S6 assim a cultura de célu-
las poderd constituir um modelo util em
oncologia.
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