Aula 10

Diferenciagdo celular e
células-tronco

Muito processos no desenvolvimento, como a
especificagdo das camadas germinativas, envolvem
mudangas transientes de forma, padrdes de atividade

génica e de proteinas sintetizadas

Diferenciacédo celular, em contraste, envolve a
emergéncia gradual de tipos celulares que possuem uma
identidade evidente no adulto, como células musculares,

células nervosas e células adiposas
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Muito processos no desenvolvimento, como a
especificagdo das camadas germinativas, envolvem
mudangas transientes de forma, padrées de atividade
génica e de proteinas sintetizadas

Diferenciacédo celular, em contraste, envolve a
emergéncia gradual de tipos celulares que possuem uma
identidade evidente no adulto, como células musculares,
células nervosas e células adiposas

Diferenciagdo
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vez mais restritos

As células diferenciadas servem fungdes especializadas e
atingem um estdgio terminal e geralmente estdvel

Como nos processos iniciais do desenvolvimento a

caracteristica central da diferenciagdo ¢ uma mudanga ha
expressdo génica

Isso leva a produgdo de proteinas de luxo ("luxury
proteins") ou célula-especificas que caracterizam uma
célula completamente diferenciada

Além destas proteinas de luxo as células diferenciadas
também expressam proteinas “"da economia doméstica”
(“housekeeping")
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Os niveis de expressdo de muitos genes num tecido podem
agora ser determinados pela técnica de microarranjo de

DNA

I Collection of gene-specific DNA molecules
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| PCR amplification

v

fl

| Robetic ‘printing’ onto glass slide
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mRNA from sample 1 mRNA from sample 2
labeled with labeled with
red fluorochrome green fluorochrome

Scan red and green signals
and combine images

O controle da expressdo génica

transdugao de sinal

modificagdo de uma
combinagédo de fatores
de transcrigao

horménio esterdide

ativagao de receptor intracelular
que age como um fator de transcrigdo

fatores de transcri¢éo ligam-se
a regides de controle em cis no DNA

atividade génica ligada ou desligada

padréo de atividade génica é transmitido para células filha por diversos mecanismos

controle por “feedback”
da expresséao génica e
interagdo com outros genes

metilagdo de DNA mudangas no estado da

cromatina (p. ex. inativa-
¢ao do cromossomo X),
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Modelos de diferenciagdo celular

Diferenciagdo celular ndo esta confinada ao embrido

Diversos tecidos adultos, como sangue, pele, e epitélio do
tubo digestivo, estdo sendo regenerados continuamente a
partir de células tronco indiferenciadas

Consideraremos tfambém células de musculo esquelético,
que apesar de surgirem principalmente no embrido,
podem ser renovadas se necessdrio a partir de células
tronco no adulto

Todas as células sanguineas sdo derivadas de células-
tronco multipotentes

Uma célula-tronco multipotente é uma célula tronco que
pode dar origem a muitos tipos diferentes de células
diferenciadas

Todas as células sanguineas no mamifero adulto
originam-se de uma populagdo de células tronco
multipotentes localizadas ha medula éssea

Essas células tronco se auto-regeneram e sdo as
precursoras de células progenitoras que ficam
destinadas a uma das linhagens hematopoiéticas

A hematopoiese é um sistema em desenvolvimento em
miniatura, no qual uma Unica célula - a célula tronco
multipotente - dd origem a muitos tipos celulares
diferentes
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Uma medida da complexidade do processo ¢ dada pelo
ndmero de proteinas expressas nas células tronco
hematopoiéticas do figado fetal:

200 fatores de transcrigdo
200 proteinas associadas @ membrana
150 moléculas sinalizadoras
As células tronco para hematopoiese de mamiferos sdo

derivadas da mesoderme. Elas colonizam inimeros locais
incluindo o figado fetal, timo, bago e medula dssea

Bone marrow
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Dentro da medula ésseaq, os diferentes tipos de células
sanguineas e seus precursores estdo intimamente
misturadas com células do tecido conectivo - células do
estroma medular

A capacidade de se renovar e diferenciar mostrada pelas
células tronco é estritamente regulada pelas células e
moléculas do seu micro ambiente - o “nicho" que elas
habitam

O nicho das células tronco da hematopoiese é fornecido
pelas células do estroma da medula éssea

Dentro da medula ésseaq, os diferentes tipos de células
sanguineas e seus precursores estdo intimamente
misturadas com células do tecido conectivo - células do
estroma medular

A capacidade de se renovar e diferenciar mostrada pelas
células tronco é estritamente regulada pelas células e
moléculas do seu micro ambiente - o “nicho" que elas
habitam

O nicho das células tronco da hematopoiese é fornecido
pelas células do estroma da medula éssea

Proteinas sinalizadoras secretadas, da familia Wnt, junto
com outros sinais das células do estroma sdo necessdrias
para manter a proliferagdo das células tronco
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Hematopoiese é caracterizada pelas atividades de fatores
de transcrigdo hierdrquicos
Alguns sdo

O expressos sé em
@/‘ ‘X células imaturas e

ndo sdo linhagem

especificos -
como o proto-
oncogene c-Myb

CJUN

Nos precursores
/} das células
L Be y
O () sanguineas o
e wn | fator GATAL, sé
¢ encontrado nos
precursores de eritrécitos e algumas linhagens mieldides e
necessdrio para a diferenciagdo delas

monocyte neutrophil

13

[GATAL] 1 —— eosindfilos

[GATAI] T eritrécitos
megacariocitos

PU.1 inibe a atividade de GATAI1 e vice-versa

A combinagdo dos fatores é responsavel pelo padrdo
especifico de expressdo génica que leva a
diferenciagdo de um dado tipo de célula

Como a atividade de todos esses fatores é controlada?

Ha 20 proteinas extracelulares, conhecidas como
fatores estimuladores de colonias (CSF) que
transmitem sinais para controlar a atividade dos
fatores de transcricdo

14

16/11/2015



Foram descritos tanto fatores estimuladores como
inibidores da proliferagdo e diferenciagdo

Alguns fatores hematopoiéticos de crescimento e suas células alvo

Tipo de fator de crescimento Células hematopoiética
respondedora
Eritropoietina (EPO) Progenitores eritréides

Fator estimulador de colonia de Granulécito (G-CSF)  Granuldcitos, neutrdfilos

Fator estimulador de colénia de granulécito- Granulécitos, macréfagos
macréfago (GM-CSF)
Interleucina-3 Células precursoras multipotentes

Fator de célula tronco (SCF) Células tronco

Fator estimulador de colénia de macréfago (M-CSF)

Macréfagos, granulécitos

Nem fodos os fatores que controlam a produgdo de
células sanguineas sdo feitos por células sanguineas ou
do estroma

EPO é produzida principalmente pelos rins em resposta a
sinais fisioldgicos que indicam falta de células sanguineas
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Ha evidéncias que o comprometimento de uma célula com
uma ou outra via da linhagem mieléide seja um evento ao
acaso

Os fatores de crescimento simplesmente promoveriam a
sobrevivéncia de algumas linhagens celulares

GM-CSF é necessdrio para o desenvolvimento da
maioria das células mieléides a partir dos progenitores
iniciais

Progenitor de
granulécito-macréfago

GM-CSF + G-CSF rammmnt l

Granuldcitos (neutréfilos)

16/11/2015



stem cells Difer‘en'l'es Combinagaes de
fatores de crescimento

@% Sy estimulam a diferenciagdo de

granulocyte-macrophage precursor cells

diferentes tipos celulares

neutrophils monocytes/macrophages

A principal caracteristica na diferenciagdo dos eritrécitos
é a biossintese de grandes quantidades de hemoglobina

Expressdo de globina é controlada por sequéncias reguladoras
muito distantes das regides codificadoras

Isso envolve a regulagdo coordenada de dois conjuntos de
genes de globina controlada por fatores de transcrigdo
GATAZ2 e GATAI que se ligam a sitios nos genes de globina
e recrutam outras proteinas reguladoras

a,B, = hemoglobina de vertebrados
Genes de a-globina e B-globina pertencem a diferentes

familias multigénicas, cada uma com um conjunto de genes
localizados em diferentes cromossomos

18
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Em mamiferos diferentes membros de cada familia sdo
expressos em vdrios estdgios do desenvolvimento

Hemoglobin types
embryo c::::{:>- fetus t===={:> adult
L& aY, B,

A troca de hemoglobinas nos mamiferos é uma adaptagdo
a diferentes necessidades para transporte de oxigénio
em diferentes estdgios da vida

A hemoglobina fetal humana tem maior afinidade por
oxigénio do que a hemoglobina adulta e assim obtém o
oxigénio liberado pela hemoglobina materna na placenta

O conjunto de genes de B-globina humana contem cinco
genes: ¢, g, Ya, 5 € B

«-glabin genes
requlatory
region

4 o o
aomosome s Okl Ro BB K

oy
a-l(R

regulatory
|_fegions

&D kb
B-globin genes

Esses genes sdo expressos em diferentes épocas do
desenvolvimento: ¢ ho saco vitelinico do embrido; os dois
genes vy, que codificam proteinas que diferem num Unico
aminodcido, sdo expressos ho figado embriondrio;

e 0S genes d e P sdo expressos nos precursores
eritréides da medula éssea adulta .
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Mutagdes nos genes de globina sdo a causa de diversas
doengas hereditdrias relativamente comuns como a
ciclemia

B-LCR
r =

w{ W | oo | PUT | TATA | |
ses|  GAAI GATAY 1 GATAT  GATAI GATA1  GATAT

As regides de controle que regulam a expressdo do grupo
de genes de B-globina sdo complexas e longas

No entanto, essas regides ndo sdo suficientes para
regular a expressdo correta dos genes de B-globina

21

O ligar e desligar sucessivo dos diferentes genes do
cluster de B-globina durante o desenvolvimento depende
de uma regido a uma distancia considerdvel do gene ¢

Esta € a regido do controle do locus (LCR) que tem

10.000pb e fica a uma distdncia de 5.000pb do lado 5' do
gene ¢

Embryonic (yolk sac)

Proteinas ligadas a LCR interagem com promotores de
genes sucessivos de globina por causa de uma dobra no
DNA que separa a LCR dos genes de globina

LCR promove a transigdo de iniciagdo para alongamento da
transcrigdo por pol IT 2
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Diferenciagdo celular é causada por associagdes reversiveis
das proteinas reguladoras com o DNA ou modificagdes
enzimdticas reversiveis do DNA e histonas, produzindo o
padrdo de expressdo génica

Ha casos raros nos quais o DNA numa célula diferenciada
se torna irreversivelmente alterado.

O Unico exemplo conhecido em vertebrados sdo os
linfécitos B e T do sistema imune que fambém sdo
derivados das células tronco hematopoiéticas

Examinaremos aqui os linfécitos B - células que
originam as células plasmdticas produtoras de
anticorpo

Estima-se que o sistema imune humano pode produzir
até 10'® moléculas diferentes de anticorpo, que variam
na capacidade de se ligar a diferentes antigenos

23

Esta extraordindria diversidade surge de um mecanismo
especial de recombinagdo que monta genes completos de
anticorpo, durante a diferenciagdo celular, pela
combinagdo de algumas centenas de segmentos génicos

|:] heavy chain light chain

Uma molécula de anticorpo,

ou imunoglobulina, é

_ composta de duas cadeias
“leves" idénticas e duas

' cadeias "pesadas” maiores,

também idénticas

antigen-binding sites

Ha dois sitios de ligagdo a
antigenos em cada anticorpo,
que determinam a
especificidade pelo antigeno

[l constant region Il variable region

24
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As regides varidveis dos genes para cadeias leves e
pesadas sdo montadas por rearranjos irreversiveis de DNA
durante o desenvolvimento dos linfocitos B

Cada célula B diferenciada expressa somente um tipo de
cadeia pesada e um tipo de cadeia leve, e produz uma
imunoglobulina especifica para um tipo de antigeno

Cada regido varidvel da cadeia pesada é codificada numa
sequéncia de DNA construida por trés segmentos génicos
diferentes ->V,De J

Cada regido varidvel da cadeia leve é codificada por
somente dois segmentos génicos -> Ve J

Durante o desenvolvimento dos linfécitos B, ocorrem
diversos eventos de recombinagdo que montam genes

completos de cadeias leves e pesadas .
. b X LSS | ik S T T ¢
2 e A e R R B i i U
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Um gene do segmento V é movido por recombinagdo e fica
proximo a um dos segmentos J

26
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A pele dos mamiferos é composta de trés camadas:

Epiderme -> que
contem

principalmente | egemis |-
células cheias R
de querating, 0S | / pemis
queratindcitos

Subcutaneous-|
tissue

Sweat gland

http://www.curetoday.com/tumor/cll/screening/cdr0000258037

A pele dos mamiferos é composta de trés camadas:

Epidermis— |

Derme ->
composta| ™
principalmente
de fibroblastos

Subcutaneous-|
tissue

Sweat gland

http://www.curetoday.com/tumor/cll/screening/cdr0000258037
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A pele dos mamiferos é composta de trés camadas:

Ldmina basal -> ou / _—
membrana basal, - /= / oilgland

composta de uma
matriz extracelular,
que separa a
epiderme da derme

Q

___~Epidermis

rDermis

|-Subcutaneous
— | tissue

Lymph vessel
Nerve

Hair follicle
— Melanin Fatty tissue
— Basal cell Sweat gland

o

‘Blmd vé*els
,';, *:3‘ —

http://www.curetoday.com/tumor/cll/screening/cdr0000258037

A epiderme, compreende um epitélio com mdltiplas camadas
de queratindcitos, foliculos pilosos, glandulas sebdceas e
sudoriparas

Por causa da fungdo protetora da epiderme, células sdo
continuamente perdidas da superficie externa e devem ser
repostas por células tronco, durante toda a vida do
individuo
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EPIDERME

| dead outer
layer of cells

dividing and

=
' - basal layer

I
@ &y ] .
Ww— basal lamina

As células tronco estdo
— localizadas na camada basal
da epiderme

As células tronco se dividem
assimetricamente: uma

_ differentiati , £
ieetitng | célula-filha permanece uma

célula tronco e outra esta
destinada a se diferenciar

Esta célula ainda se divide
mais algumas vezes apés

= .
deixar a camada basal

31

epithelial shedding ~
cells s -

As células do epitélio intestinal
estdo sendo continuamente
repostas a partir de células
tronco
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cells shedding from villus —

loose
connective —
tissue

cross-section
of villus

As células do epitélio intestinal
estdo sendo continuamente
repostas a partir de células
tronco

Uma cripta no intestino delgado
do camundongo contem
aproximadamente 250 células de
4 tipos diferentes:

150 células sdo proliferativas
(dividem-se 2x ao dia)
12 células deixam a cripta/hora
[isso é controlado pela via de

Whnt]

Ativacdo de transcrigdo musculo-especifica

Consideraremos aqui os musculos esqueléticos

A diferenciacdo dos mioblastos, células destinadas a

formar o misculo, pode ser estudada /n vitro

Os mioblastos se dividem até que retiremos os fatores

de crescimento do meio

As células comegam a produzir proteinas especificas de

musculo como actina, miosina IT e tropomiosina

20h >

Dividing my 1l ali Cell fusion Musde fiber
. gthfacters © ¥ = 7
@A . %
5 ¢ L) /3’ A~ r . "'/4'/
: - 7 A -
MY £ g e
VA\“Q g, /@357 [
: F a5 o miotubos
Cellmultiplication | | Cell multiplication ceases m’:‘m e
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myoD ird induzir diferenciagdo em misculos quando
transfectado em fibroblastos

Camundongos knock-out para myoD sdo normais se myf5
estiver ativo -> sdo redundantes

MyoD e Myf5 sdo fosforiladas por proteina quinases
dependentes de ciclina, ativadas em pontos chave do
ciclo celular

Quando MyoD e Myf5 sdo fosforiladas, ficam sujeitas a
degradagdo proteolitica

Em células que se dividem ativamente os fatores
miogénicos estdo em baixa concentragdo

Por sua vez a miogenina e MyoD ativam transcrigdo de
membros da familia de proteinas p21, que bloqueiam o
ciclo celular, fazendo as células sairem do CC e
diferenciar

Ha uma oposigdo entre proliferagdo e diferenciagdo
terminal

36
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Nos musculos adultos ha células chamadas células satélite
que podem proliferar e se diferenciar em novas células

musculares

Essas células satélite ficam entre a ldmina basal e as fibras
musculares e sdo reconhecidas por expressar a proteina de
superficie CD34 e o fator de transcrigdo Pax7

@ subventricular zone
\\Q N _‘3‘?’ (‘\ %
dentategyrus \
@,
S

Recentemente foi mostrado
que a heurogénese & um
fendmeno normal no
cérebro adulto

A via de Wnt e B-catenina
t&€m um papel importante na
neurogénese do hipocampo
de cérebros adultos

37

Células da crista neural podem originar muitas células

diferentes

As células da crista neural surgem do tubo neural dorsal

R ectodem
P !

fate of neural rest cells.

As células da crista
neural migram em dois
grupos: (1) originam os
melandcitos; (2) ganglios
dorsais; ganglios
simpdticos e células do
cértex adrenal

38
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Células da crista neural podem originar muitas células

diferentes

As células da crista neural surgem do tubo neural dorsal

Anterior
neural tube

P
@H gg;t‘ {égff
‘ P
oBE
o000 of
p - s
s
A

—:

Wpas
———

—

|
U

 |EEa

dorsal root ganglion

somite

As células da crista
neural migram em dois
grupos: (1) originam os
melandcitos; (2) ganglios
dorsais; ganglios
simpdticos e células do
cértex adrenal

O arranjo segmentado dos
ganglios dorsais se deve a
migragdo das células da

crista dorsal somente pela

parte anterior do somito

As células da crista neural ddo origem a maior parte do
esqueleto da cabega, neurdnios e glia do sistema nervoso
periférico, células enddcrinas e melandcitos

uncommitted
neural crest cell

Migration and n
determination
{ I I I U I U
F melanocyte  glia sensory syrgpathlo- parasympathetic ~ enteric  cartilage
adrena
i non- Schwann cholinergic tidergic
mgted - myelnatng el eurons pep?ndrg.
P serotonergic
derivatives g neurong
adrenergic  adrenergic and
chromaffin cholinergic
cell sympathetic
neurons

As células da crista neural ddo origem ndo sé a derivados
da ectoderme, mas tfambém a mesoderme, como 0ssos

faciais, cartilagem e derme -> mesectoderme

40
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A diferenciagdo das células da crista neural foi
estudada em transplantes de células de pato em
galinhas

As células de pato t&€m um nicleo com caracteristicas
diferentes das de galinha e permite seguir suas
migragdes no embrido de
galinha e construir um
mapa dos destinos para
as células da crista
neural no embrido de
galinha

41

O mapa dos destinos mostra uma correspondéncia geral
entre a posigdo das células da crista e a posigdo das
células que elas originardo

Algumas células da crista sdo multipotentes, mesmo apés a

migragdo, no entanto a medida que migram em geral
perdem a capacidade de ter outro destino

Diagrammatic representation of a 28-somite chick embryo

cervical thoracic lumbosacral
cephalic (head) region spinal cord spinal cord spinal cord
i 1 " IR 1 1

g

42
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Diversos fatores afetam a diferenciacdo e

proliferagdo das células da crista

Por exemplo a diferenciagdo e sobrevivéncia dos
melandcitos sdo estimuladas por Wnts e citocinas como
endotelina e SCF (fator de células tronco)

Camundongos homozigotos para as mutagdes em white
spotting (W) ou Stee/(genes cujo fendtipo alteraa cor
da pelagem) ndo possuem melandcitos na pele e outros

tecidos

43

Skin fibroblast provides signal for
melanoblast to develop into a pigment cell

SCF
Steel
factor

e—>9

fibroblast melanoblast

Mutant white spotting
(Kit) Mutant Stee/

No signal for melanoblast to develop

Mutagdes em um dos
dois genes bloqueiam
a diferenciagdo dos
melandcitos

O peptideo endotelina
estimula a
diferenciagdo de
células da crista
neural em melandcitos

44

16/11/2015

22



Morte celular programada

Morte celular seletiva é uma parte normal do
desenvolvimento

Morte celular programada € particularmente importante
no desenvolvimento de C. elegans. 12% das células que
surgem na embriogénese morrem desta maneira.

Esta morte, chamada de apoptose, requer transcrigdo e
sintese de proteina e é bem diferente da morte
patoldgica

Na apoptose o aumento intracelular de Ca?* leva a ativagdo
de uma endonuclease que fragmenta a cromatina

Os conteldos da célula

el )
@ menme | permanecem envolvidos pela
|

membrana celular,

Induction
of
apoptosis

v

¥ S apesar da célula se fragmentar

n
Engulfment by
phagocytosis
and

degradation

v

scavenger cell

A célula moribunda é fagocitada
por uma outra célula proxima

O outro tipo de morte celular é
a necrose onde a célula é lisada

46
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Os estudos em C. elegans mostraram que a MCP se inicia
pela agdo de CED-3, uma protease chamada caspase

- CED-4 é uma proteina adaptadora
""“""3‘““‘“" que ativa CED-3
EG“CL) CED-9 por outro lado impede a
@i ativagdo de CED-3 por CED-4
L
) A apoptose acontece quando EGL-1
& remove a inibi¢cdo de CED-4
(ED)O
Y

Os estudos em C. elegans mostraram que a MCP se inicia
pela agdo de CED-3, uma protease chamada caspase

== SR CED-4 é uma proteina adaptadora
""“’“’@"’”""" que ativa CED-3
i :ANHC{}D CED-9 por outro lado impede a
e v ) ativagdo de CED-3 por CED-4
Yy
ot Qe O A apoptose acontece quando EGL-1
] remove a inibicdo de CED-4
{L Vias semelhantes existem em
poptods droséfila e mamiferos
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Os estudos em C. elegans mostraram que a MCP se inicia
pela agdo de CED-3, uma protease chamada caspase

Mammals

6{=| Apoptotic stimuli

g:l?‘l mitochondrion

Sl
: e —]
o O = AV

SMAC, ()
DIABLO ./
APAF1

%

(aspase-9 O
— v

IAPs o Caspase-3,-7 O
!

Cellular targets

3

CED-4 é uma proteina adaptadora
que ativa CED-3

CED-9 por outro lado impede a
ativagdo de CED-3 por CED-4

A apoptose acontece quando EGL-1
remove a inibi¢cdo de CED-4

Vias semelhantes existem em
droséfila e mamiferos

Os homdélogos de ced-9em
mamiferos sdo os genes da familia
Bcl-2
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A plasticidade da expressdo génica

Até que ponto sdo reversiveis os processos de controle de
expressdo génica que vimos até agora?

Poderiam as células tronco sanguineas dar origem a

neuronios?

Podemos reverter o padrdo de expressdo génica de uma
célula aquele observado no ovo fertilizado?
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Se o nicleo dipléide de uma célula diferenciada puder
substituir o nidcleo do zigoto, isto indicaria que ndo houve
mudangas irreversiveis durante a diferenciagdo

Cultured adult skin cells

UV radiation destroys
DNA in nudleus of
unfertilized egg

Transfer of nudleus Tadpole develops

=

Tadpole gut epithelial cells

o 20 UL AR AR ARA AR AR
o--leic .I-J
s 0 R R

Removal of nudeus from

0){

either cell source

|

Em anfibios este tipo de experimento é simples de ser
realizado, produzindo clones do organismo original
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B A
Nuclei implanted in enudeated eggs

QOO0

2 =

N
Identical frogs develop

<
™% =

Ndcleos de pele, rins, coragdo e
pulmdo podem dirigir o
desenvolvimento quando
transplantados para ovos
enucleados

No entanto a taxa de sucesso
para ndcleos de células adultas
€ muito baixa

Ndcleos de bldstulas podem ser
utilizados para produzir clones
de rds geneticamente idénticas

Resultados semelhantes foram
obtidos com outros organismos,
inclusive mamiferos
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Desenvolvimento inicial (6 dias pf) do embrido humano

po:Col 16-cell morula  2-cell embryo :
blastacyst (3 days) 4 First mitotic
(4 days)

Zygate
(11 days) division (pronuclear slage)

ZCHd

Uterine cavi

21— Fentilization
J | (0days)

ty

~k Partially implanted
blastocyst
|6 days)

T Uterus
| Follicle pellucida
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Para clonagem de camundongos foram utilizadas células
da massa interna de células do embrido transferidas
para embrides tetrapléides

O sucesso de clonagem de mamiferos, a partir de ndcleos
de células somadticas, é extremamente baixo

Possiveis razoes:

1. Reprogramagdo incompleta do ndcleo para remover
todas as modificagdes epigenéticas

2. Os genes reprogramados ndo passaram pelo
processo de ‘imprinting’ durante o desenvolvimento
das células germinativas

3. Em mamiferos ha uma série de anormalidades nos
animais clonados: morte prematura, deformidades
nos membros e hipertensdo
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Human
jiver cell Rat musde cell
40
= — ‘T /’ ’{,
’.
[ ]
L e
M
Human liver cell and rat muscle cell fused
(@) <2,
L
> g _.;0

E possivel expor o nicleo de
uma célula ao citoplasma de
outra fundindo as duas
células

A fusdo de um gldbulo
vermelho de galinha com uma
célula humana em cultura
reativa o nlcleo da hemdcia

Os experimentos mostram
que os padrdes de expressdo
génica em células
diferenciadas podem ser
alterados e que a expressdo
génica é controlada por
fatores citoplasmdticos
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Uma célula diferenciada é geralmente estdvel. Neurdnios
mantém o estado diferenciado por anos

Células vegetais mantém seu estado diferenciado
enquanto na planta, mas ndo quando colocadas em cultura

Sob algumas condigdes células animais ndo sdo estdveis e
isso mostra a reversibilidade potencial dos padrdes de

atividade génica

A mudanga de um tipo de célula diferenciada num outro
tipo é conhecido como transdiferenciagdo
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Single differentiated pigmented cell

[ erw:j in [:.m.. ]

’ e
Change in culture conditions

Pigment and retinal cell characteristics lost

.ﬂ@

i w.m'.m'mm l

2 =

Transdifferentiate into lens cells

|

N

Um caso bem estabelecido de
transdiferenciagdo ocorre quando
células do epitélio pigmentar da
retina de pintos sdo expostas a
determinadas condigoes de
cultura

O pigmento desaparece as células
ficam com caracteristicas de
células do cristalino e passam a
produzir proteinas chamadas
‘cristalinas’

Outro caso de transdiferenciagdo € o das células
cromafins da glandula adrenal (supra-renal), derivadas

da crista neural

Glicocorticoide]
removido do
meio de cultur:

e NGF ll‘
adicionado

noradn‘mllne

?

Elas podem ser mantidas em cultura na presenga de

glicocorticoides

Todos esses casos de transdiferenciagdo ocorrem entre
células relacionadas do ponto de vista do desenvolvimento
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As células tronco embriondrias da massa interna de
células do embrido de mamifero sdo praticamente
totipotentes e podem ser mantidas indefinidamente em

cultura

ES cells (carrying a mutation in
asingle gene) in culture

59

As células tronco embriondrias da massa interna de
células do embrido de mamifero sdo praticamente
totipotentes e podem ser mantidas indefinidamente em

cultura

BN z

ES cells injected into inner cell

mass of normal blastocyst

Se injetadas num
blastocisto e entdo
retornada para o (tero
elas podem se diferenciar
em qualquer das células
do embrido
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As células tronco embriondrias da massa interna de
células do embrido de mamifero sdo praticamente
totipotentes e podem ser mantidas indefinidamente em
cultura

RN

Chimeﬁcapim}p/mduu_sspem Se inje'l'adas num
i o o blastocisto e entdo

retornada para o Utero
elas podem se diferenciar
em qualquer das células
do embrido

ES cells in culture ’
As células tronco

poderiam ser

l. ’ usadas como um

medicamento
regenerativo
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ES cells in culture

As células tronco
poderiam ser
usadas como um
medicamento
regenerativo

e =l
N A
ES cells injected into inner cell ES cells injected under the skin of adult mouse
mass of normal blastocyst
7Y
2 = = =
B WA
Chimeric mouse develops normally Mouse develops teratocarcinoma
T
e 1
- o

Chiral blastomere arrangement dictates zygotic
left-right asymmetry pathway in snails

http://www.cecm.usp.br/~cewinter/aulas/artigos/2009/chiral_lymanaea.pdf

Nature, 462, 790-794, 2009

16/11/2015

32



Chiral blastomere arrangement dictates zygotic

left-right asymmetry pathway in snails

Most animals display internal and/or external left-right asymmetry.
Several mechanisms for left-right asymmetry determination have
been proposed for vertebrates' '’ and invertebrates"***''"~'* but they
are still not well characterized, particularly at the early develop-
mental stage. The gastropods Lymnaea stagnalis and the closely
related Lymmnaea peregra have both the sinistral (recessive) and
the dextral (dominant) snails within a species and the chirality is
hereditary, determined by a single locus that functions mater-
nally">'®, Intriguingly, the handedness-determining gene(s) and
the mechanisms are not yet identified.

http://www.cecm.usp.br/~cewinter/aulas/artigos/2009/chiral_lymanaea.pdf

Nature, 462, 790-794, 2009

65

Sinistral (recessive) Dextral (dominant)

One-cell © O
Tw}—cell @
metaphase —‘ K ‘—

l Dextralize \_Sinistralize
Four-cell - x/ ga P
ﬂB ep revat

Apparenl
smlstfal

Apparent

Metaphase dextral Sinistralize,

Dextralize

Telophase Back to dextral

smlslra\

Elght cell
Late nodal and
Pitx at the
1rochophore left side (D

¢
Juvenlle snail

i

Adult snail

nodal and
Pitx at the
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Nature, in press, 25/11/2009, doi:10.1038/nature08597
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