
Correção dos exercícios da aula 
de células-tronco e diferenciação 



1.O sistema hematopoiético de mamíferos é um modelo para estudo de células-tronco. 
Se um camundongo for irradiado todas as células da sua medula óssea morrerão. Esse 
animal, no entanto, pode se recuperar se receber uma injeção de um pequeno número 
de células da medula óssea de um animal doador. Explique como esse ensaio prova que 
existem células-tronco na medula óssea. 
 
2. Uma população de células-tronco pluripotentes foi irradiada com uma dada dose de 
raio-X. Essa dose não mata as células, mas gera quebras e rearranjos aleatórios nos 
cromossomos que podem ser detectados ao microscópio. Consequentemente, cada 
uma dessas células terá uma pequena anomalia cromossômica que servirá para 
distingui-las entre si (como uma MARCA). Essas células foram usadas para salvar a vida 
de um animal que foi irradiado.  
 



2.1 Analisando o sangue do animal recuperado, você verifica que todos os 
basófilos, neutrófilos e eosinófilos têm a mesma MARCA. Marque no diagrama 
abaixo qual/quais é/são a/as célula(s) que primeiro sofreu(ram) o rearranjo 

X 

X 



2.2 Analisando o sangue de um segundo animal recuperado, você verifica que 
todos os basófilos, neutrófilos, eosinófilos e monócitos têm a mesma MARCA, 
enquanto que os megacariócitos têm uma MARCA diferente. Quantas tipos de 
células-tronco da população doadora sofreram o rearranjo cromossômico? 
Explique 

X X 



3.A glândula mamária só começa a proliferar e se desenvolver na puberdade, por isso é um modelo 

onde a proliferação e morfogênese podem ser estudadas.  Camundongos no início da puberdade 

foram submetidos a uma injeção única de 3H-timidina - timidina marcada radioativamente com 3H 

(um isótopo do hidrogênio).  Cinco semanas após a injeção verificou-se que 2% das células 

retiveram a 3H-timidina (painel da esquerda, setas).  Nessa 5ª semana após a injeção de 3H-timidina 

os animais receberam uma nova injeção de um análogo da timidina, o BrdU. Dois dias depois os 

animais foram sacrificados e as células que incorporaram BrdU foram identificadas através de 

imunohistoquímica com anti-BrdU (painel da direita). Nesse ensaio, verificaram que a maioria das 

células que havia retido 3H-timidina estavam avermelhadas (isto é, haviam incorporado BrdU). Como 

esse fenômeno pode ser explicado, baseado no que discutimos em aula sobre auto-renovação de 

células-tronco adultas/teciduais?   

No início da puberdade a glândula está se 

formando, por isso céls-tronco estão se 

dividindo simetricamente para gerar mais 

células-tronco. Essas mais tarde se dividirão 

assimetricamente, gerando células 

progenitoras que se dividirão e diferenciarão. 
Ao injetar BrdU é possível então rastrear as 

células que proliferaram na glândula a aprtir da 

5ª semana Enquanto muitas células 

certamente estavam marcadas só com BrdU, a 

maioria das que tinha retido 3H-timidina 
também estavam marcadas, indicando que 

retiveram a fita original gerada 5 semanas 

antes. 



2.3 Você então analisa o sangue de um terceiro animal recuperado. 
Nesse animal você descobre que há células-tronco de medula óssea 
pluripotentes. Como é/são a/s MARCA(s) resultante(s) do(s) 
rearranjo(s) cromossômicos nesse animal?  
 
Nesse animal TODAS as células do diagrama têm a mesma marca  
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  Carl Vogt em 1842 

  1972: Kerr, Wyllie e Currie – apoptose 
Kerr et al. Apoptosis: a basic phenomenon with wide-ranging implications in 
tissue kinetics. Br. J. Cancer 26: 239-257, 1972. 

  Grego: falling off (folhas caindo de uma árvore) 

 

Morte Celular 



Diferentes nomes para morte celular 

2005 - Nomenclature Committee on Cell Death - NCCD 
  



2005 

2009 

2012 



2015 

2018 



https://www.nature.com/articles/s41418-017-0012-4 

Principais tipos de morte celular, de acordo com o NCCD 2018 : 

 mitochondrial permeability transition 

Immunogenic 
 cell death 

autophagy-dependent 
 cell death 

lysosome-dependent 
 cell death 



Essential versus accessory aspects of cell death: recommendations of the NCCD 2015 
 
http://www.nature.com/cdd/journal/v22/n1/full/cdd2014137a.html?foxtrotcallback=true 

                                       mecânico, térmico, químico 
                                       Inevitável e irreversível  
                                       Não depende de uma ‘maquinaria’ molecular 

INSULTO EXTREMO 

FISIOLÓGICA 



Morte Celular Programada (PCD) 

• Forma particular de morte celular regulada 
que ocorre em situações fisiológicas.  

• NÃO ocorre em decorrência de perturbações 
da homeostase 



Morte celular no desenvolvimento 



Morte celular no desenvolvimento 



E10,5 

E13,5 

E16,5 

Kuida K et al, 1998. Reduced Apoptosis and Cytochrome c–Mediated Caspase Activation in Mice Lacking Caspase 9.Cell, 94: 325–337 

camundongos  
deficientes em  

caspase-9 

camundongos 
selvagens 

 

membranas 
interdigitais 
não diferem 



Morte celular no “controle de qualidade” de 
células do sistema imune 

 (eliminação de células T autoreativas) 

95% das células são eliminadas ! 



Controle do tamanho dos orgãos e eliminação de 
células que não são mais necessárias: 

Glândula mamária jovem Lactante 

morte 
 celular 



Nessa aula 

• Apoptose 

•  Autofagia 

•  Necroptose 



Células encolhem 
Colapso do citoesquelelo 
Rompimento do envelope nuclear 
Fragmentação da cromatina 
Formação dos corpos apoptóticos 
Células apoptóticas são fagocitadas (B) 

apoptose 



Células HeLa 
linfócito 

normal apoptose apoptose 

Golgi íntegro 



Como as células apoptóticas são 
experimentalmente detectas? 



“escada” de DNA em gel de eletroforese 



TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 



TdT = desoxinucleotidil transferase 

TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 



Permeabilidade da membrana 



Exposição de fosfatidilserina  
na superfície da célula (detecção precoce da apoptose) 





Caspases  
(Cysteine-Aspartate-Specific ProteASES) 

• Enzimas responsáveis pela proteólise 
intracelular da apoptose 

 

• Milhares de substratos, a maioria é 
desconhecido 

 





Figure 18-5b  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 



 

Iniciadoras: caspases 1, 2, 8, 9, 10  

Executores: caspases 3, 4, 5, 6, 7, 11 a 17 

 

DOIS TIPOS DE CASPASES: 



caspases 
 executoras 

caspases 
 iniciadoras 



Há 2 vias de sinalização  
que ativam as caspases 

• Via extrínsica 

• Via intrínsica 



Via extrínsica 

DISC = death-
induced signaling 
complex 

FAAD=Fas-associated 
 death domain 



linfócito T 

célula tumoral  
em apoptose 

Exemplo típico de 
indução de apoptose 
pela via extrínsica 



Apaf1 = apoptotic protease activating factor-1 
CARD=caspase recruitment domain 

Via intrínsica 



Figure 18-7  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 



animais Casp9 -/- não diferem dos selvagens, sugerindo que nas células da 
membrana interdigital Apaf ativa uma OUTRA caspase 



 

• Originalmente detectadas em uma translocação de linfoma  folicular 
de células B (B-cell lymphoma) 

A família Bcl-2 

 

• controlam a liberação de citocromo C 

•anti-apoptóticos – bloqueiam a liberação de cyt C 

•pró-apoptóticos –  estimulam a liberação de cyt C 

 



Membros da família Bcl2 

BH = Bcl-2 homology 

EFETORES 

Controlam os efetores 



Como os pró-apoptóticos atuam 



Se um  ANTI-apoptótico estiver ativo, esse inibe os PRÓ-apoptóticos 



Figure 18-11b  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Controlam 
 os efetores 

EFETORES  



Controlam 
 os efetores 

insultos 

EFETORES  anti-apoptose= 
pró-sobrevivência 
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Bax 

Bak 

A via intrínsica ‘ajuda’ a extrínsica 

Controlam 
 os efetores 

insultos 

EFETORES  





Rim normal Anti-apoptose 

Deleção de UM alelo 
de bim-2 (pró-
apoptose) basta para 
reverter o fenótipo 

Estudos in vivo indicam que esse 
Equilíbrio é complexo... 



Resumo.. 

• A via extrínsica pode ativar a intrínsica para 

aamplificar a cascata de caspases. Isso é feito através 

da BH3 Bid 

• Caspase 8 →clivagem de Bid →tBid transloca para a 

mitocôndria e induz agregação dos BH123 

• Bim, Bid e Puma (entre outros) são capazes de inibir 

TODOS os membros ANTI-apoptóticos 



IAPs e anti-IAPs 
 

• IAP = inhibitors of apoptosis  

• “Equivalentes” às proteínas Bcl2 em mamíferos 











P53 ativa apoptose de várias maneiras: 



sobreviva 

divida-se 

diferencie 

morra 

Lembrando da aula de sinalização.. 

Fatores de Sobrevivência 



Sinalização dos fatores de sobrevivência 
segue a mesma regra .... 

molécula extracelular 

receptor 

Moléculas de sinalização intracelular 

proteínas efetoras 

fator de sobrevivência 

Proteínas Bcl2a 







Como as células mortas são 
eliminadas? 



PC – fosfatidilcolina; PE – fosfatidiletanolamina; PI – fosfatidilinositol 
PS – fosfatidilserina; SM - esfingomielina 
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Ravichandran KS, 2010. Find-me and eat-me signals in apoptotic cell clearance: progress and conundrums. J. Exp. Med. Vol. 207 No. 9 1807-1817 



Doenças associadas à morte celular 

•Huntington 

 

•Alzheimer 

 

•Parkinson 

 

•Câncer 

 

•Doenças auto-imunes 

 

•Infartos e derrames 





Nessa aula 

• Apoptose 

•  Autofagia 

•  Necroptose 



Autofagia  

• Processo através do qual macromoléculas e 
organelas são degradadas 

• A autofagia é ativada para proteger a células 
de alguns tipos de estresse: falta de nutrientes 
e/ou fatores de crescimento, alta demanda 
energética, infecções, estresse oxidativo 

• Portanto, a autofagia é primariamente um 
mecanismo de sobrevivência 

 



autophagy-related (Atg) proteins 



Autofagossomo:  







Necroptose  

• Termo genérico para definir morte celular 
independente de caspases 

• Ganho de volume da célula e ‘inchaço’ das 
organelas 

• Não há clivagem do DNA e sim descondensação 
da cromatina 

• Lise celular e extravasamento do seu conteúdo 

• Reação inflamatória 

• Quando ocorre: infarto, AVC, aterosclerose 

 



apoptose necrose 

APOPTOSE 
 
Células encolhem 
Colapso do citoesquelelo 
Rompimento do envelope nuclear 
Fragmentação da cromatina 
Formação dos corpos apoptóticos 
Células apoptóticas são fagocitadas (B) 

NECROSE 
 
rompimento da membranas plasmática 
Extravasamento do conteúdo celular 
Resposta inflamatória 





Reed JC et al 2008. Blood, 111: 3322–3330 
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