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COMPORTAMENTOS CELULARES NO DESENVOLVIMENTO

MORFOGENESE, GRADIENTES E INDUCAO

ESPECIFICACAO: COMPROMISSO E DETERMINACAO




Principios gerais do desenvolvimento

COMPORTAMENTOS CELULARES NO DESENVOLVIMENTO:

a) Dividir
b) Diferenciar (cambiar forma)

c) Morer

MORFOGENESE, GRADIENTES E INDUCAO:

a) Os genes codificam informacao importante que dirige comportamentos temporais e
espaciais das células

b) Comunicacdo intercelular (e.g. gradientes morfogenéticos e processos de indugao)

ESPECIFICACAQ: COMPROMISSO E DETERMINACAO

a) O desenvolvimento de linhagens celulares é progressivo e restritivo (e.g. mudancas
intracelulares): células ndo diferenciada —> célula comprometida —> célula determinada —
célula diferenciada

b) A expressao dos genes e regulada diferenciadamente pelo ambiente celular (e.g. células e
tecidos)



Principios gerais do desenvolvimento

a. Respostas e comportamentos celulares b. Morfégenos e gradientes
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Principios gerais do desenvolvimento

a. Respostas e comportamentos celulares
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Principios gerais do desenvolvimento:

b. Morfégenos e gradientes
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Principios gerais do desenvolvimento

b. Morféogenos e gradientes » c. Especificagcao e diferenciagao celular

Matrix '
High

ey Paracrine
Yood o factors

Diffusion of
inducers from
one cell to anothet

Threshold 1

Amount of morphogen

Threshold 2

Low i

=2y D X DC ® ..~ C ~ C C

B .;7_/ -— & ) \{_.»A C)/ ._j,. > ,;‘)- O - D Y e - =)
ela: e Fie RN gl i , r ,
e H SRl © o 19 - |
_/lh_) — (J \ 21 L/ I - : L‘ { | |

e N & n - @ — @ 3 5 oSSR R J

/ O OO0 /U0 & <@ O O O
) ~/

Distance from source
Morphogen-

secreting cell

(source
) Slide elaborada por S. Gutierrez



Principios gerais do desenvolvimento

b. Morféogenos e gradientes » c. Especificagcao e diferenciagao celular

O modelo de reaccao e difusao do Alan Turing explica padrdes da natureza:

ativador /\

+ XOOOOCK
\’ periddico

o| DX ST O ST oI o< oK
o
=
inibidor Y
homogéneo
1.0 1.0
|
0.8 4
0.8 r
0.6 0.6 1
l N
3
0.4 0.4 4 p
N
0.2 1 R
0.2 |
b
0.0 + : . . . -
0.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Alan Turing na palma da mao - Jéao Botelho, Darwinianas



Principios gerais do desenvolvimento

b. Morféogenos e gradientes » c. Especificagcao e diferenciagao celular

O modelo de reaccao e difussao do Alan Turing explica padroes da natureza:
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Alan Turing na palma da méo - J6éao Botelho, Darwinianas

Milestone 4: Quebres de simetria e simulacdes
computacionais de A. Turing (1952)

Kondo & Miura, 2010



Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificagao (compromisso e determinacgao) e diferenciagao celular no embriao

I. Especificagdo autbnoma
II. Especificagcdo condicional

[ll. Especificacdo sincicial

Zygole Blast Llld

Gz; trula
- [
1 l
Ectoderm Mesoderm

Endoderm Gerrﬁ cells
! !
| Central ‘ W Respir-

Quter  nervous  Neural

Digestive atory
surface  system crest tube Pharynx tube Male

btomach thrmd Lung
muscle cell

N

Dorsal  Paraxial Intermediate Lateral Head

_ Female
(.

“f

Epldcrma] Neuron Pigment Noto-
cells of skin  of cell

brain

i

Bone Tubule Red Facial
chord tissue  cell of the blood cell cell
kidney cells

Spcrm Egg



Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificagao (compromisso e determinacgao) e diferenciagao celular no embriao

|.  Especificagdo autbnoma

» Especificacdo por aquisicao diferenciada de moléculas do citoplasma do ovo.
» Padrbes de clivagem invariaveis e destino celular dos blastébmeros invariavel.
» Especificacdo celular precede qualquer uma migracao de células em grande escala no embrido.

» Produce desenvolvimento em “mosaico” (no caso de remocédo de um blastdmero o destino do resto
das células do embrido se mantem.

« E comum em invertebrados.

myosin ||

Milestone 18: Divisiones asimétricas: Kemphues (1988) identifica PARs
en nematodos




Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificagao (compromisso e determinacao) e diferenciagcao celular no embriao

|.  Especificagdo autbnoma

» Especificacdo por aquisicao diferenciada de moléculas do citoplasma do ovo.
» Padrbes de clivagem invariaveis e destino celular dos blastébmeros invariavel.
» Especificacdo celular precede qualquer uma migracao de células em grande escala no embrido.

» Produce desenvolvimento em “mosaico” (no caso de remocédo de um blastdmero o destino do resto
das células do embri&do se mantem.

« E comum em invertebrados.

Distribuicao de determinantes durante as primeiras divisoes da embriogénese resulta
em especificagcao autbnoma

studentresder.com

v Intrinsic :
" Determinants

Nota: importante na pre-formacédo, desenvolvimento autonomo (desenvolvimento determinativo)



Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificagao (compromisso e determinacao) e diferenciagcao celular no embriao

|.  Especificagdo autbnoma

» Especificacdo por aquisicao diferenciada de moléculas do citoplasma do ovo.
» Padrbes de clivagem invariaveis e destino celular dos blastébmeros invariavel.
» Especificacdo celular precede qualquer uma migracao de células em grande escala no embrido.

» Produce desenvolvimento em “mosaico” (no caso de remocédo de um blastdmero o destino do resto
das células do embri&do se mantem.

« E comum em invertebrados.

Distribuicao de determinantes durante as primeiras divisdes da embriogénese resulta
em especificagcao autbnoma

‘ q,.. o
O .

Nota: importante na pre-formacédo, desenvolvimento autonomo (desenvolvimento determinativo)

Int:
Deten



Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

|.  Especificagdo autbnoma

» Especificacdo por aquisicao diferenciada de moléculas do citoplasma do ovo.
» Padrbes de clivagem invariaveis e destino celular dos blastébmeros invariavel.
» Especificacdo celular precede qualquer uma migracao de células em grande escala no embrido.

» Produce desenvolvimento em “mosaico” (no caso de remocédo de um blastdmero o destino do resto
das células do embrido se mantem.

« E comum em invertebrados.

Normal development of Patella

Presumptive
trochoblast

Especificacao autonoma nos
animais ‘espiralados’

(ex. lapas, gastropodes,
moluscos)

o8-



Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

|.  Especificagdo autbnoma

» Especificacdo por aquisicao diferenciada de moléculas do citoplasma do ovo.
» Padrbes de clivagem invariaveis e destino celular dos blastébmeros invariavel.
» Especificacdo celular precede qualquer uma migracao de células em grande escala no embrido.

» Produce desenvolvimento em “mosaico” (no caso de remocédo de um blastdmero o destino do resto
das células do embri&do se mantem.

« E comum em invertebrados.

Distribuicao de determinantes durante as primeiras divisoes da embriogénese resulta
em especificagcao autbnoma

insic
ninants

Nota: importante na pre-formacédo, desenvolvimento autonomo (desenvolvimento determinativo)



Principios gerais do desenvolvimento

Desenvolvimento de
Styela partita: §

c. Especificacao e diferenciacao celular

I. Especificagdo autbnoma =S
E. Conklin
» Especificacao por aquisi¢ao diferenciada de moléculas do citoplasma do ovo.
+ Padrdes de clivagem invariaveis e destino celular dos blastdmeros invariavel. 4
) S
» Especificagao celular precede qualquer uma migragao de células em grande escala :
no embrido.
» Produce desenvolvimento em “mosaico” (no caso de remog¢ao de um blastémero o ;
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« E comum em invertebrados. 34
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Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

ll. Especificagao condicional

» Especificagéo por interagdes entre células. Posigdes relativas sdo importantes.
» Arranjos massivos e migracdes precedem ou acompanham a especificagao celular.

« Capacidade de um desenvolvimento “regulativo” (permite que células adquiram novas
funcdes e destinos)

« E comum em vertebrados.

(A) Dissected blastula fragments give rise to different tissue in culture:

——— Animal —>

cap cells

Marginal ——
———— Vegetal ——

cells

(B) Animal and vegetal fragments give rise to mesoderm
)~ Animal cap

Mesoderm

by factors released from vegetal cells

Milestone: Mesoderm induction (1969): Nieuwkoop, JMW Slack,
Kimmelman & Kirschner, and JC Smith find that FGF and TGF-b
is important AR e P BB S A



Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

Il. Especificagdo condicional

Especificagao por interagdes entre células. Posi¢des relativas sao importantes.
Arranjos massivos e migrag¢des precedem ou acompanham a especificacéo celular.

Capacidade de um desenvolvimento “regulativo” (permite que células adquiram novas
funcdes e destinos)

E comum em vertebrados.

Processos de indugao mediante sinais extracelulares durante a
embriogénese resulta em especificagao condicional

» Extrinsic
* Determinants ™



Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

ll. Especificagao condicional

Especificagao por interagdes entre células. Posi¢des relativas sao importantes.
Arranjos massivos e migragdes precedem ou acompanham a especificacéo celular.
Capacidade de um desenvolvimento “regulativo” (permite que células adquiram novas
funcdes e destinos)

« E comum em vertebrados.
(A) Blastula

Normal

back cells 4 ;:’;;’

lranspla_nt to /:;
belly region gz

| (2]
1’8’{?‘:‘5532-”3’ ;‘),
LA ?

Cells form Cells form
back tissue tlansplantatlon belly tissue

Especificacao condicional:
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w,f' T F I @ removes cells ®

desenvolvimento regulativo em ras

0.‘.’ 28y
‘:lt"n ::55’”
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Normal
development




Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

ll. Especificagao condicional

» Especificagéo por interagdes entre células. Posigdes relativas sdo importantes.
» Arranjos massivos e migracdes precedem ou acompanham a especificagao celular.

« Capacidade de um desenvolvimento “regulativo” (permite que células adquiram novas
funcdes e destinos)

« E comum em vertebrados.

Normal development of sea urchin larva from two-cell stage

Especificacao condicional:

Driesch’s separation of cells at two-cell stage resulted in the death of one cell.

d e S e n VO | V I m e n to The surviving cell developed into a small but otherwise normal larva

“regulativo” em ouricos

one of the &
separated cells :
usually died *




Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

ll. Especificagao condicional

» Especificagéo por interagdes entre células. Posigdes relativas sao importantes.

* Arranjos massivos e migracdes precedem ou acompanham a especificagao celular.

« Capacidade de um desenvolvimento “regulativo” (permite que células adquiram novas

funcdes e destinos)
« E comum em vertebrados.

H. Driesch

Especificacao condicional:

desenvolvimento
“regulativo” em ouricos

(A) Fertilization envelope

Remove
fertilization
envelope

Separate
into 4 cells

Normal pluteus larva Plutei developed from single cells of 4-cell embryo



Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

lll. Especificagao sincicial

» Especificacédo de regides do corpo por interagdes entre regides citoplasmaticas, prévio a
celularizacédo da blastoderme.

» Os padrdes de divisdo dos nucleos (pre celularizacédo) sao variaveis e nao condicionam o
destino celular desses nucleos.

» A especificacdo condicional € comum apds a celularizacio.
« E comum em muitas classes de insetos.

bicoid mRNA

Bicoid protein

PTSN

Milestone: Gradientes de morfégenos: Fronhofer, Dravis y
Nusslein Volhardt (1986) identifican Bicoid como morfégeno




Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

lll. Especificagao sincicial

» Especificacédo de regides do corpo por interagdes entre regides citoplasmaticas, prévio a
celularizacédo da blastoderme.

» Os padrdes de divisdo dos nucleos (pre celularizacédo) sao variaveis e nao condicionam o
destino celular desses nucleos.

» A especificacdo condicional € comum apdés a celularizacio.

« E comum em muitas classes de insetos. Micropye. Auterios Posterior

rmrms mRNA in cytoplasm

bicoid mRNA in cytoplasm /Z '

Nucleus
Distribuicdo de determinantes intrinsecos Fertilization
antes da celularizacdo (formac&o das primeiras e R e R e
células) resulta na especificacao de regides

corpéreas (auténoma), e determinantes Gradient of Bicoid proteinwga’éﬂ \\\] Gradient of Nanos protein
O
extrinsecos regulam a especificacdo apds a o/
e . \‘3 oo >
celularizacdo (condicional)
Cellularization
i ‘K Pole cells

CpEE=
,\

Acron-forming re 10n/\
18 h Telson -forming region

\.; e X
Abdomen-forming region

Thorax-forming region

Head-forming region



Principios gerais do desenvolvimento

O padrao de expressao sugere que bicoid seria o
morféogeno ou determinante de cabeca em Drosophila.
Pense em experimentos que provariam isso.

Anterior Posterior

e

| N

o -
Nucleus

Micropyle

nanos mRNA in cytoplasm

bicoid mRNA in cytoplasm

Fertilization
Nuclear division to form syncytium

Gradient of Bicoid protein.Q == Gradient of Nanos protein

l Cellularization

LI Il -
4 \
\

Acron-forming region

W%le cells

%

Head-forming region

LITE 5

Thorax-forming region

W/;/,ﬁy\'l‘elson—forming region

Abdomen-forming region
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Principios gerais do desenvolvimento

c. Especificacao e diferenciacao celular

lll. Especificagao sincicial

» Especificacédo de regides do corpo por interagdes entre regides citoplasmaticas, prévio a
celularizacédo da blastoderme.

» Os padrdes de divisdo dos nucleos (pre celularizacédo) sao variaveis e nao condicionam o
destino celular desses nucleos.

» A especificacdo condicional € comum apds a celularizacio.
« E comum em muitas classes de insetos.

(A) ' \W.ld type egg luwul mutant egg

Wikdtpeeis Wild-type larva \ \-——_,//:\\
« H—inmny -

Some anterior structures develop Tail

Anterior <—— Posterior Head Thorax Abdomen Tail (C)

bicoid
mutanl egg

CO— Ty & Co- YT

No anterior structures  Abdomen Tail Tail Thorax Head Thorax Abdomen Tail
Mutacdo de perda de funcao

—> larva sem estruturas anteriores (duas caudas)

bicoid mutant egg bicoid mutant larva ¢ S

Bicoid protein Bicoid protein

Transplante citoplasmatico de Bicoid
—> larva forma regides anteriores ectopicas

Conclusado: Bicoid é necessario e suficiente para o desenvolvimento da regidao anterior do corpo




Conclusoes

* O comportamento celular durante o desenvolvimento e
a morfogénese sao controlados por gradientes
morfogenéticos ou processos de inducao no ambiente
celular.

* As células do embriao passam por processos de
especificacao mediante a acumulacao de determinantes
intrinsecos ou em resposta de processos de inducao.

* Observamos trés processos de especificacao celular nos
embrides de animais: autbnoma (em mosaico),
condicional (regulativa), e sincicial.






Principios gerais do desenvolvimento

a. Respostas e comportamentos celulares b. Morfégenos e gradientes

A Restricted diffusion model B Planar transcytosis model
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Regulacao genica: expressao dos genes pode ser
regulado em varios niveis

NeEppex Nivel 1:
Ambiente extracelular

o —> Cascatas de sinalizagéo
ll:;: rion +

O

/ \u‘_ — ‘—\\__‘ .‘\n.!a.‘n pos

/‘. N
| Medianr u\un '~‘\

Nivel 2: %ﬂ =t e i: %

-Cromatina - acesso aos genes

-Transcricao - fatores de
transcricao

-Splicing alternativo

Nivel 3:

- Sublocalizacéo celular de mRNAs/
proteinas

- Traducéao diferenciada por
variacao ribosomal

-RNA interference




Regulacao génica: Ambiente extracelular (Nivel 1)

(A) CONTACT-DEPENDENT

signaling cell target cell

(B) PARACRINE

signaling
cell
tafget
/ cells
membrane- ; I
bound signal oca
molecule mediator
endocrine cell receptor
target cell
synapse
neuron
s hormone
‘ |
axon
target cell
cell neurotransmitter .
body

bloodstream

target cell@




Regulacao génica: Cascatas de sinalizagcao (Nivel 1)
(A) CELL-SURFACE RECEPTORS (B) INTRACELLULAR RECEPTORS

plasma membrane small, hydrophobic

ignal molecul
. ./slgna molecule
./ .

carrier protein

cell-surface
receptor protein

target cell

hydrophilic signal extracellular signal molecule

molecule target cell @
nucleus
intracellular receptor protein
intracellular signaling S cell-surface
pathway '@ — receptor protein

nucleus

ALTERED ¥
PROTEIN RNA  mm—
FUNCTION

FAST
(< sec to mins)

SLOW
(mins to hrs)

\ ALTERED PROTEIN SYNTHESIS

\ /

ALTERED CYTOPLASMIC MACHINERY

ALTERED CELL BEHAVIOR



Regulacao génica: Cascatas de sinalizacao (Nivel 1)

Exemplo Nivel 1:
Nanismo pituitario (Sindrome de Laron ou GHRD)

Ligand —

Receptor—

— . Transducao Cytoplasm

intracelular

Fator de
transcrigao

l\ Proteina de
Proteinas citoesqueleto
efetoras .

Enzima metabdlica




Cascatas de sinalizacao (nivel 1): Nanismo pituitario

Crescimento corporeo em
humanos € comprometido
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Rosenbloom et al. 1999

TABLE 1. Clinical features of GHRD

Growth
Birth weight-normal; birth length—usually normal®
Severe growth failure, from birth, with growth velocity ‘2
normal®
Height deviation correlates with (low) serum levels of IGF-I and
IGFBP-3°
Delayed bone age, but advanced for height age”
Small (<10th percentile for height) hands or feet (70%)"
Body segment ratios normal for bone age in children, abnormal
(reduced upper/lower, arms span) in adults®
Craniofacial characteristics
Sparse hair before age 7 (70%); frontal temporal hairline
recession all ages*”
Prominent forehead
Head sjze more normal than stature with impression of large
head”

Hypoplastic nasal bridge, shallow orbits
Decreased vertical dimension of face®
“Setting sun 51gn under 10 yr of age (25%
Blue scleras®
Prolonged retention of primary dentition with decay; normal,
crowded permanent feeth
Sculpted chin®
Unilateral ptosis, facial asymmetry (15%)®
Musculoskeletal/body composition
Hypomuscularity with delay in wa].kmg (70%)"
Hlp dvsplasm av ascular necrosis of femoral head (25%
es in all children 90% adulfs®

Thin, prematurely aged skin

q ge 2 yT

Children underweight to normal for helght most adults
overweight for height; markedly decreased ratio of lean mass
to fat mass, compared to normal, at all ages”

Osteopenia®

Metabolic

Hypoglycemia (fasting)

Increased cholesterol and LDL-C?

Decreased sweating

Sexual development
Small penis in childhood; normal genital growth with
adolescence
Delayed puberty (50%) in both sexes”
Normal reproductive function”

“ Observations expanded, modified, or quantified in the Ecuador-
ean cohort.
® New observations in the Ecuadorean cohort.

Efeitos sobre o crecimento
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Cascatas de sinalizacao (nivel 1): Nanismo pituitario

Cascatas de sinalizacao de GH e IGF:

Sinalizagao do GH no figado:

) ’/

Sinalizagao do IGF nos ossos (oesteoblastos):

—» (GF-1 [

IGF-1R l

pedet 9PRINNININEININININTI gy
[ 00000000000
L T '”“mommw'""m.

ummommw““”.“

Cell growth
Metabolism

— Growth performance

“w.. [ * Bone formation

Modified from Molagoda et al. 2020

Junilla et al. 2013



Cascatas de sinalizacao (nivel 1): Nanismo pituitario

Se voce fosse o medico, o
qual tratamento voce
aplicaria a seus pacientes?




Cascatas de sinalizacao (nivel 1): Nanismo pituitario
Fatores de crecimento GH e IGF

Hypothalamus

| GF-1 <= =@

o Longitudinal
Pituitary Gland bone growth

|

Growth Hormone

|
—>|GF 1—> __Blood Vessel _ —> Qf

Increased osteoblast
activity

Cheng et al. 2019



Cascatas de sinalizacao (nivel 1): Nanismo pituitario

Tratamento com |IGF-|

Paciente de |8 anos, seis meses
despues de tratamiento

-

Rosenbloom et al. 1999



Regulacao génica: Cascatas de sinalizacao (Nivel 1)

Exemplo Nivel 1:
Nanismo pituitario (Sindrome de Laron ou GHRD)

Ligand —

Receptor—

— . Transducao Cytoplasm

intracelular

Fator de
transcrigao

l\ Proteina de
Proteinas citoesqueleto
efetoras .

Enzima metabdlica




Regulacao génica: Cromatina (Nivel 2)

Nuclear pores

;‘) ey
/ Nucleus :’Q
No nucleo o DNA esta

/ Mediator RNAPII
= empacotado num complexo

DNA-proteinas. Para iniciar a
transcrigao génica, o acesso a
regiao dos enhancers e
promotora deve estar livre para
o complexo de pre-iniciagao
(RNA polimerase Il +
cofatores).

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 5.35 (Part 2) Sinauar Associates, I
2005 All ngis rosorved



Regulacao génica: Cromatina (Nivel 2)

A formagao do complexo de Expressao espacial de um gene pode ser
pre-iniciacao da transcricao: modulada pelos enhancers:

(A) § : ; i

: Brain-specific Limb-specific -/

(i) - enhancer enhancer (777* :;ﬁlx\n‘:f‘;?‘:g
X N ‘
& &= 0 7 ) T L 3 .
o —T

~ Gene A Gene A
expressed
in brain Brain-expressed transcription factors
and limb Brain-specific enhancer 8, Ay
ABg A

(i) : o . e
. q Mediator < C
I’ | ediator 4 == mRNA expressed
L1 - in brain
Gene A \ A\
expressed \\\\1 - < i
in brain e ) D IR N i
Limb-specific enhancer (not used)
X Pmmmér.'—r p ;‘”}{‘A m a0 : B;;}in-speciﬁc enhancer (not used)
{7 Methyl (iif) Limb-expressed ~ ™ 4°_——r848, —
groups transcription factors = EEETT = | Em—
(D) { / . /
Lo £ ( . r— mRNA expressed
Gene A (A i in limb
/ expressed A RNAP
(! in limb O \
. " - JJ " TR
o L X (8) Lens and
- .:" ’i Pancreas cornea Neural tube Retina
enhancer enhancer enhancer enhancer
/ / /
Elongation 9 I 7}_‘ )} i )i e bl )
1 - g 4
(E) Exons: | e Promoter 1 2 3 4 5526
\ <
. =
I y <
/ 7 I, // g I*l 1 - ~
b . 3 VY, ) [ (©) | o
[[ Mediator ¢ 5T, . — [[ Mediator<t. 5..CCCTTTATTGATTGACAGAAGCTGG 3
\ W . Z N
W\ o \ o Pbx1- Meis-
(™) N (o) binding  binding

>3 ‘ sequence sequence
|

Nascent

transcript blocked

Transcript elongates

‘ TEC=Transcription elongation complex




Regulacao génica: Cromatina (Nivel 2)

Expressao temporal de genes pode ser modulada pelo estado de metilagao da citosina
nos enhancers:

(A) (B) Unmethylated Methylated
NH promoter promoter
2 ; .
. /| CH, e ) e—glo)lzm geni A ) y—glolj)km genc: @
. : 111t :
)\/j Methylatlon L/j( 6 Weeks () )) ) ) ) ) ) ) DNA
o ', i :
N : Inactive
Demethylatlon | H L fuckive »- &-globin
DNA DNA (4
Cytosine 5-Methylcytosine 5 3'.

12 Weeks L_:) Jeie= ) ) )
il Inactive | Active



Regulacao génica: Cromatina (Nivel 2)

Metilag_éo no DNA podem rgprimir a Metilacdo no DNA pode promover uma modificacao
transcricdo mediante a metilagdo de histonas estavel e hereditaria do DNA (impress&o gendémica

(H3): ou heranca epigenética):
(A) 2R
Methyl ‘ Histone
group MeCP2 . deacetylase —> MeCP2 recruta Dnmt3

Methylated ‘ /__\ ? /
cytosine \? 5 O

\
s ) 3

DNA (T

Acetyl group

Dnmt3 (de novo

removed from > methyltransferase)
residue 9 of
histone H3 tail
i
(B) 5’() e ) 3/
7 R y
Histone
MeCP2 H methyltransferase) ;
\\ Dnmtl (perpetuating
e _J/ /Adaptor methyltransferase)
Methyl grou .. L ’ (?JG ’
YL 8 p F;'_’ S 5 () GC J 3

added to
residue 9 of

histone H3 tail




Regulacao génica: Fatores de transcricao (Nivel 2)

Nuclear pores

/ Nucleus /\

/ Mediator RNAPII \

Fator de transcricao
‘ Tin (Nkx2.5) no

desenvolvimento
coracao.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 5.35 (Par 2)



Fatores de transcrigcao (nivel 2): Tin (Nkx2.5)

Growth factors (e.g., BMP, FGF, Wnt...)

Q Post-translational modifications

(@ Translation

C Protein—protein interactions
D DNA binding

D50
R e

Cecchetto 2010

Varias rotas de sinalizacao ativam o fator de
transcricao Nkx2.5 que junto com outros
fatores ativam o desenvolvimento de varias
outros rotas envolvidas no desenvolvimento do
coracgao.



Fatores de transcrigcao (nivel 2): Tin (Nkx2.5)

O mutante Tinman (tin):

Vista dorsal



Fatores de transcricao (nivel 2): Tin

Mutante tinman (tin) de Drosophila melanogaster

wt ) tinEC40 (mutante)

 14h embryo, stage 17 12h embryo, stage 16 anti-Zfh- |

(marcador
Bodmer 1993 de corag&o)



Fatores de transcricao (nivel 2): Tin
Caracterizando mutante tin con marcadores de coragao

14h embryo, stage 17

e

| Zfh-|

4 (marcador
| e e de coracao)
8-9h embryo, stage 1 . brvo sfage 12/1°

E : F

Eve
(marcador

de coragao)

7h embryo, stagé ‘11 7h embryb



Fatores de transcrigcao (nivel 2): Tin (Nkx2.5)

Rescate do mutante tin

wt

10-12h emb

< — O
x S 2
S 8 ©
» oMW |
2 0L TR
10-12h embryo =
< C
o~
=
)
wn
c

10-12h embryo Eve

Bodmer 1993



Fatores de transcricao (nivel 2): Tin (Nkx2.5)

Genes conservados na ruta regulatoria de tinman entre a mosca e 0

camondongo/humanos.

Drosophila Vertebrates

Heartless  Induction& FGF8
Dpp/Screw  Migration ~ Bmp2/4

¥ {
Tinman Nkx2-5
H19

. TOX20
Cardiac  atad/5/6

Pannier :
Dhand Frogenitors  HAND1/2
u-shaped FOG2
| |
Heart
DMef2 Tube Mef2b/c
| '
Myofilament Genes  Myofilament Genes
Morphogenesis Morphogenesis

Prall et al. 2002

Undifferentiated mesoderm

BMP, WNT and FGF

Cardiac mesoderm

NKX2.5, GATA and MEF2

Heart tube formation and looping

NKX2.5, TBX, HAND, GATA,
PITX2, MEF2C and SALL4

Chamber specification and septation

NKX2.5, TBX, SRF, GATA,
FOG2, PITX2, CITED2 and ZIC3

Chamber maturation

NKX2.5

Conduction system formation

Cecchetto 2010

Nkx2.5 € um dos fatores de transcricao que
se expressa mais cedo no desenvolvimento
cardiaco e é importante em varios processos
do desenvolvimento do coracao.



Regulacao génica: Fatores de transcricao (Nivel 2)
Tin/Nkx2.5 TF

Nuclear pores

/ Nucleu /\

/ Mediator RNAPII \

Fator de transcricao
‘ Tin (Nkx2.5) no

desenvolvimento
coracao.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 5.35 (Part 2) Sinauar Associutes, In
20035 All ngis e od



Regulacao génica: Splicing alternativo (Nivel 2)

/

Exemplos Nivel 2:

-Gene Dscam no
desenvolvimento
neural da mosca/
sindrome de Down

-Hipertrofia muscular
em camondongo

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 5.35 (Part 2) Sinauar Associutes, In
200 noMs g



Regulacao génica: Splicing alternativo (Nivel 2)

O splicing alternativo pode formar distintos mRNASs:

1 3 5
mRNA 10 ] ]
Intron

Nudlear Tatin, W B i
RNA— 7 T ) y ] ) I

1 2 \3/ 4 5
Potential/ \/ \/
exons *

mRNA 20T ) ] ) I

1 2 4 5

O splicing alternativo pode formar distintos mRNAs no desenvolvimento:

(A) Cassette exon: Type II procollagen (B) Mutually exclusive exons: FgfR2
I J ] ) ITA: Precursor chondrocytes a T ) FgfR-2I1Ib: Limb ectoderm
1 2 3 7 8 10
u;#w/\ /\\ ) ) §) :/\‘ /r\ ) )
I~ 2. 8 7~ 8 _— 9\/ 0
] ) ) IIB: Mature chondrocytes Q ] ) ) FgfR-2I1Ic: Limb mesoderm

1 2 7 9 10



Splicing alternativo (nivel 2): Dscam na mosca

O gene Dscam de Drosophila pode produzir 38.016 tipos diferentes de
proteinas por splicing alternativo de nRNA.

O gene Dscam ajuda evitar o cruzamento e crescimento fasciculado de
dendritos durante o desenvolvimento neural.

(A) (B) Dscam ¥4 ype Dscam1™"
Exon 4 Exon 6 Exon 9 Exon 17
(17 allernah\ es) (48 alternatives) (33 alternatives) (2 alternatives)
Dsca,n o 1 ~101 ll l 141516 A lBl L)l
nRNA U » ) 1)1m)) ) ”n)l)na))m aw)u» )rm Jn\ )4))1 D) )))I)) D)) ) |
N~ e Sy ————V.V.V.V,V \/\/\/\/v AN
Y 4 e - e
a— 4 6 9 17
mRNA & ] ‘ ‘ L) INEEBE L))
1 2 3 8 | 10 11 12 13 141516 V\‘HH 20 212223 24
\ %
- 4 6 % i
Protein @@ D:%::::i = W
(©)
Exon 4.1 Exon 4.2 Exon 4.9 Exon 4.12

Isoformas ‘emendadas’ alternativamente (alternatively spliced isoforms)
geram distintos padrdoes de desenvolvimento de células neurais na corpora
pedunculata ou “mushroom body” da mosca Drosophila melanogaster.



Splicing alternativo (nivel 2): Hipertrofia muscular

Uma mutacio de G para um A no primeiro intron da miostatina cria um
novo ‘site’ de splicing, que causa um splicing incompleto do nRNA com a
iInclusao de um codon de terminagao gerando uma proteina truncada.

(A) Wild-type Mutant
Termination codon Termination codon
within intron within intron
Exon 1 i Exon 2 Exon 3 Exon 1 l Exon 2 Exon 3 .
DNA ()) )) ) ) ) 1) Q) )) ) ) ) ))
GTAAGT l GTAAAT l
nRNA () ) ) ) ) ) 1) 0) ) ) ) )
processing W R \V4 NP
Termination
codon
mRNA 10 ) ) ) ) ) I 1 )
Protein M F==>
¢ Non-functional protein
Muscle cells *
stop dividing Muscle hypertrophy

(B)




Regulacao génica: Splicing alternativo (Nivel 2)

/

Exemplos Nivel 2:

-Gene Dscam no
desenvolvimento
neural da mosca

-Hipertrofia muscular
em camondongo

» <« Dscam ou

Miostatina/

:/

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 5.35 (Part 2) Sinauar Associutes, In
2005 All ngis rosorved



Regulacao génica: ModificagOes pos-transcricionais
(Nivel 3)

Exemplos Nivel 3: - Sublocalizagdo celular de mRNAs/proteinas
- Traducéao diferenciada por variacao ribosomal
- RNA interferencia

o
),

\.A*)S'

Peptlde
X 5 /cetyl groups,
) e methyl groups,
’ 3 - carbohydrates,
~ é’ phosphates,
5 proteases, etc.

Protein

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 5,35 (Part 3) Sinauer Assocates. I
2003 ! '3 o«



Regulacao génica: ModificagOes pos-transcricionais

(Nivel 3)
Sublocalizacao intracelular de mRNASs no
ovo da mosca Drosophila melanogaster:

(A) Diffusion and local anchoring
Anterior

Posterior
2 cleus
A

S LN
“\'\\

1 i

if

Traducéo diferenciada por variacao ribosomal

=== nanos mRNA being translated Anchor
=== Nanos RNA

(B) Localized protection

(B) Rpl38 mutant

Wild-type Rpl38 mutant
%
) ®
: . 8 .
== TN . P N
Rpl38 7 |
expression
P r’AY* e I""‘;
+ hsp83 mRNA —:- Dcadenylasc ad Kad / o §o>
__) Protector protein mplex - e TE 3 =
mplex (degrades hsp83 mRNA) Hox mRNAs < HOX mRNAS
(C) Active transport along cytoskeleton Deformidades na cauda
ir“.’c'ﬁ‘\
R, .
"z
\ = S =)
— — Microtubules :
@ oskar mRNA s== bicoid mRNA
L Dyncin 4

e
ok Kinesin




Regulacao génica: RNA interferencia (Nivel 3)

Comparagao da biogenese de miRNAs em plantas e animais

Plants Animals

miRNA gene miRNA gene

RNA Pol Il lTranscnnnon RNA Pol I1/1l 1 Transcription

[

1 1
] )
1 1
] ]
] )
1 1
- |
I ’

H 5'cap
] 1
) ]
1 ]
] )
] 1
! Pri-miRNA !
' AAAAAA |
] 1
1 1
] 1
1 ]
] 1
1 1
] ]
1 1
1 )
\

N,

S’ cap

£
[ \
1 1
] I
) ]
1 ]
] ]
1 )
] I
] ]
) ]
] ]
1 ]
] 1
) )
| Pri-miRNA :
i AAAAAA |
: DCL1 l Cleavage : DGCR8/Pasha
: : Drosha ldeavage
: e |
] ]
] )
' Pre-miRNA i _
i I Pre-miRNA
1
i DCLL l Cleavage f J [ T, R—) Nucleus /
Cytoplasm
: E Exportin-5 P
? vl 111 : s
! ; . Nuclear export
» 1
i miRNA/miRNA* duplex : GTP
: HEN1 lMethvia!lon :
i i
] |
) 1
: miRNA/mIRNA* duplex H Pre-miRNA
1 i
“ Nucleus ¢ )
""""""""""""" Dicer | Cleavage
Cytoplasm TRBP/Logs l

H@ Nuclear export :

miRNA/miRNA* duplex

miRNA/miRNA* duplex l RISC formation
l RISC formation
AGO miRNA

STrrTTTTTTTTT MIRNA W
LU VUL, mRNA mRNA

mRNA decay v—-I‘ mRNA decay v—-I—‘
K Translational Inhiblti(:) \ Translational inhlbitiojn L| et al . 201 8




Regulacao génica: RNA interferencia (Nivel 3)

Disrupcao do silenciamento por miRNAs em plantas

a b

MIR gene

miRNA
" precursor

miRNA
duplex

CH

CH, oIIIT®

Nucleus
Cytoplasm
3

& - miRNA target

miRNA

), §

mANA cleavage

M‘gmﬁal WNHRL

Mallory & Vaucheret, 2006



Regulacao génica: RNA interferencia (Nivel 3)

miR430 durante a transicao materno-zigotica no peixe-zebra

(A)
miRNA [: I l “
( |
r./d \€L> n miR430 /
E L 7 : ,ﬁ_] RISC
Transcription
factors l
& & | R Serm—
& e : o
& & = (=== [ —
\ \
Maternal Zygotic
(B)
Maternal Zygotic
s,
B
&
R — LmiRNA (miR430)
§ —— Maternal =
g | | — miR430 /‘
=

Time —



Regulacao génica: ModificagOes pos-transcricionais
(Nivel 3)

Exemplos Nivel 3: - Sublocalizagdo celular de mRNAs/proteinas
- Traducéao diferenciada por variacao ribosomal
- RNA interferencia

Sublocalizacao de

5
\ / 213\'%’;‘1& 2:::2‘505

RpI38 nos
somitos Peptide

Q

interferencia 'YJ ety Gacts
. ) e P's methyl groups,
e mi : 3 b carbohydrates,
s v)é' phosphates,
UJV\' proteases, etc.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY, Seventh Edition, Figure 5,35 (Part 3) Sinauer Assocates. I
2003 'y




Regulacao genica: expressao dos genes pode ser
regulado em varios niveis

Nivel 1:
' ' N AAmbiente extracelular

—> Cascatas de sinalizacao

Latow

Nivel 2: }—®:‘: lnr-ﬁ s@%

-Cromatina - acesso aos genes

-Transcricao - fatores de
transcricao

-Splicing alternativo

Nivel 3:

- Sublocalizacéo celular de mRNAs/
proteinas

- Traducéao diferenciada por
variacao ribosomal

-RNA interference




Redes de regulacao génica

A regulacao da linhagem endodérmica do ourico

(A) I
T _»\\
‘\
)
[ |
\ J
b -~ //‘//
Mapariia st Sgraeng LoMnS A Lsternsl ngat
l'»——'i [ l'—_' . 1
- A G B
v * l
v l
(B)

FIGURE 3.16 Gene regulatory networks of endodermal lineages in the sea
urchin embryo. (A) Schematics of the sea urchin embryo across four develop-
mental stages showing the progressive specification of endodermal cell fates
(top) and the corresponding gene regulatory model of this specification from
maternal contributions and signals to master regulatory transcription factors
leading to the final differentiation genes (bottom). (B) Double fluorescent in situ
hybridization at 24 hours post fertilization showing the restricted expression
of hox11/13b only in veg1-derived cells (red), whereas foxa expression is in the
veg2-derived cells (green). (A after Hinman and Cheatle Jarvela 2014; B from
Peter and Davidson 2011.)




