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O que é uma célula-tronco?

Célula-tronco

Auto-renovac¢ao Diferenciacao
(especializacao)

Células especializada

Célula-tronco ) .
ex célula muscular, neurénio

https://www.eurostemcell.org/



Por que auto-renovacao E diferenciacao?

1 célula-tronco @
SN\

Oy

/ \{“33
/N
1 célula-tronco @ {33 4 células especializadas

Autorenovacio — mantem o Diferenciacao — repoe células mortas ou
pool de células-tronco danificadas ao longo da vida

https://www.eurostemcell.org/



Hierarquia das Células-Tronco
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Ha trés tipos de células-tronco

1 1. Células-tronco embrionarias — células retiradas de um embridao no inicio

da embriogénese que sdo mantidas em laboratorio;

1 2. Células-tronco pluripotentes induzidas ou celulas tronco “reprogramadas”
(iPSCs) — sao semelhantes as células-tronco embrionarias. Sao obtidas de

células adultas submetidas a uma técnica descrita em 2006:

3. Ceélulas-tronco teciduais (ou células-tronco adultas) Tissue stem cells —séo

encontradas no nosso corpo durante toda a nossa vida.




Nature Vol 292 @ July 1981
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Establishment in culture
of pluripotential
cells from mouse embryos

M. J. Evans* & M, H. Kaufmant

Departments of Genetics* and Anatomyt, University of Cambridge,
Downing Street, Cambridge CB2 3EH, UK

Pluripotential cells are present in a mouse embryo until at least
an early post-implantation stage, as shown by their ability to
take part in the formation of chimaeric animals’ and to form
teratocarcinomas’. Until now it has not been possible to es-
tablish progressively growing cultures of these cells in vifro, and
cell lines have only been obtained after teratocarcinoma forma-
tion in vivo. We report here the establishment in tissue culture of
pluripotent cell lines which have been isolated directly from in
vitro cultures of mouse blastocysts. These cells are able to
differentiate either in vitro or after innoculation into a mouse as
& tumour in vivo. They have a normal karyotype.
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MarioR.Capecchi  SirMartinJ.Evans  Oliver Smithies

Prize share: /3 Prize share:1/3 Prize share: 1/3

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2007 was
awarded jointly to Mario R. Capecchi, Sir Martin J.
Evans and Oliver Smithies "for their discoveries of
principles for introducing specific gene
modifications in mice by the use of embryonic stem
cells."
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Células-tronco no laboratorio

Primordial
/germ cells
s
Qc/
Blastocyst-stage Embryonic Fetus Embryonic
embryo stem cells germ cells

\ Y

Cultured pluripotent stem cells

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 1Te, Figure 5.20

© 2016 Sinauer Associates, Inc.
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Células-tronco embrionarias

YYYOUOOOUUOOOoo o

Células-tronco
embrionarias

neurons

blood

liver

https://www.eurostemcell.org/



Ha trés tipos de células-tronco

e 1. Células-tronco embrionarias — células retiradas de um embriao no inicio da embriogénese que sao

mantidas em laboratorio;

e 2. Células-tronco pluripotentes induzidas ou células tronco “reprogramadas” (iPSCs) — sao
semelhantes as células-tronco embriondrias. Sao obtidas de células adultas submetidas a uma técnica

descrita em 2006;

» 3. Células-tronco teciduais (ou células-tronco adultas) Tissue stem cells —sdo encontradas no nosso

corpo durante toda a nossa vida.




The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2012

© The Nobel Foundation. Photo: U © The Nobel Foundation. Photo: U.

Montan Montan
Sir John B. Gurdon Shinya Yamanaka
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012 was
awarded jointly to Sir John B. Gurdon and Shinya
Yamanaka "for the discovery that mature cells can
be reprogrammed to become pluripotent."



Células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC)

O()O()O Incompletely
CKifh

@ OOO reprogrammed
@ cells

\ K% > %?00

Somatic cells

Senescent e
cells Apoptotic cells  Transformed
cells



Células-tronco pluripotentes induzidas (iPS)

‘reprogramacao genética’

(© O
celula Células iPS
de adulto Comporta-se como uma célula-

tronco embrionaria

diferenciacdo %
células iPS em cultura (/f:\; d?

Todos os tipos
de células especializadas

https://www.eurostemcell.org/



Aplicacao e importancia das iPSC

Gerar iPSC derivadas de células de pacientes para estudar a patologia
Utilizar terapia génica em células iPSC para tratar doencas

Gerar células progenitoras a partir de células iPSC derivadas de pacientes

para proposito de transplantes, evitando assim a rejeicao

Utilizar células diferenciadas a partir de iPSC de pacientes para screening

de drogas

https://sophia.smith.edu/blog/barresilab/developmental-documentaries/modeling-diseases-using-stem-cells/



https://sophia.smith.edu/blog/barresilab/developmental-documentaries/modeling-diseases-using-stem-cells/

Ha trés tipos de células-tronco

e 1. Células-tronco embrionarias — células retiradas de um embriao no inicio da embriogénese que sao

mantidas em laboratorio;

e 2. Células-tronco pluripotentes induzidas ou células tronco “reprogramadas” (iPSCs) — sao
semelhantes as células-tronco embriondrias. Sao obtidas de células adultas submetidas a uma técnica

descrita em 2006;

* 3. Células-tronco teciduais (ou células-tronco adultas) — sao encontradas no nosso corpo durante toda

a hossa vida.




Células-tronco adultas

surface of the eye < brain
skin breast
osticles « Am intestines (gut)
w * Renovacao tecidual pelo
bone marrow desgaste ou injurias
muscles

* Manuten¢ao da homeostase

https://www.eurostemcell.org/



Hematopoietic stem cells

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 1Te, Figure 5.3

© 2016 Sinauer Associates, Inc.
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O que determina o DESTINO da célula-tronco?

manter-se quiescente?
proliferar?
diferenciar?
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NICHO DA CELULA-TRONCO




Potential Cell Source
Totipotent Zygote Zygote
Pluripotent Embryonic Blastocyst
stem cell (inner cell
mass)

. ") Multipotent Embryo,
Multipotent Q stem cell adult brain

Limited (g ) ;) Neuronal Brain or
differentiation S progenitor spinal cord
potential

Limited Differentiating Regions of
division neuronal the brain
potential precursors

Functional Differentiated  Specific areas
nonmitotic cells of the brain
neuron

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 5.2

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



O Nicho da
Célula-Tronco
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DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 5.4
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2.symmetric division : sister cells become different as result of
influences acting on them after their birth

Figure 22-11 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Perguntas

O que gera assimetria dentro de uma unica célula?

guais fatores do microambiente promovem a assimetria de duas
células inicialmente idénticas?

Por que esses fatores atuam sobre uma das células e nao sobre a
outra?

Como esses fatores que geram assimetria promovem a
diferenciacao celular?

Como essa diferenciacao € mantida no organismo?
A diferenciacao € reversivel ? Quao plastica ela é?



O que gera assimetria dentro de uma unica célula?

Caenorhabditis elegans



O citoesqueleto e responsavel pela separagao
., (polarizagao) de proteinas Par no embriao
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DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 8.17

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



A polarizacao do embrido resulta na segregacao
dos granulos P somente para uma das células

Figure 22-19 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Caenorhabditis elegans

granulos P — moléculas regulatorias

nucleo
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Figure 22-20 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 22-21 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Frizzled

EMS

future
E cell

P

O sinal de Delta
nao alcanca Aba

20 sinal de Wnt gera
uma polarizacao da
célla EMS




Proteinas Par tambéem regulam a polarizacao do
embriao de mamiferos

Early 8-cell stage Late 8-cell stage

Zona pellucida ———

Blastomere

Polarization and
compaction

Lim HYG1 & Plachta N. Cytoskeletal control of Early mammalian development Nat. Rev. Mol. Cell Biol, 2021
https://www.nature.com/articles/s41580-021-00363-9



Orientacao do fuso mitotico
pode definir o destino da célula




O papel do nicho das células-tronco na

Testiculo de Dosophila

diferenciacao celular
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=

Supporting / =
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DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 5.8

© 2016 Sinauer Associates, Inc.

Sintese de unpaired nas células hub



O papel do nicho das células-tronco na
diferenciacao celular - 2

(C) Hub cells

. OYO) _Unpaired

Cadherins

— Unpaired = ativacdo de JAK-STAT nas GSC = AUTORENOVACAO

Germ
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Germ
e—— Adesao entre células hub e GSC orienta a dire¢ao das fibras do fuso - célula-filha

Gonialblast
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DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 5.18

© 2016 Sinauer Associates, Inc.
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DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 5.13

© 2016 Sinauer Associates, Inc.
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Perguntas

O que gera assimetria dentro de uma unica célula?

guais fatores do microambiente promovem a assimetria de duas
células inicialmente idénticas?

Por que esses fatores atuam sobre uma das células e nao sobre a
outra?

Como esses fatores que geram assimetria promovem a
diferenciacao celular?

Como essa diferenciacao € mantida no organismo?
A diferenciacao é reversivel ? Quao plastica ela é?




(A)

Equivaléncia
gendmica

(B) |

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.3 (Part 2)
© 2016 Sinauer Associates, Inc.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.3 (Part 1)

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



Se todas as celulas tém
exatamente 0s mesmos genes, O
gue as faz ser diferentes?



L DNA

—nRNA

@ Transcription
¥
m nRN A

@ Processing

1
AAAA mRNA

© Transport out
of nucleus

\'Q“A/A

l O Translation

Amino
acid chain AAAA

Ribosome

© Protein folding
and modification

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.1

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



A diferenciacao celular ocorre por
gue as células passam a expressar
genes diferentes (expressao génica
diferencial)

e @

embryonic cell

INDUCTION OF REGULATORY PROTEIN .

cell A cellB
1 1

INDUCTION OF REGULATORY PROTEINS Q AND (3

cellD cell E cell F
| | |

INDUCTION OF REGULATORY PROTEINS‘ AND ‘

cellG

e

cellH celll cell) cellK cellL cellM cellN
Figure 7-76 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Genes e proteinas sao regulados
em diferentes niveis

* Alteracdes na cromatina

* Transcricao génica

* Processamento de RNA (splicing, meia-vida)
* Sintese proteica (taxa de sintese)

* Meia-vida de proteinas

* Modificacoes pos-traducionais

* Localizacao subcelular (moléculas podem estar restritas
espacialmente na célula)



promotor

= =
O " P I
m’ GpppAC ) o) AAAA.. Aoy
O que é necessario
m’ GpppAC AAAA.. Aoy

para que um gene
ser expresso?

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.6

© 2016 Sinauer Associates, Inc.
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Enhancers
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DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.7

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



Como é possivel identificar um
enhancer no organismo?

(A) (B)

/;j'...l. P o

" - > a
T Ay e

Pl gy
,c’:”

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.9 .
© 2016 Sinauer Associates, Inc. enh ancer at|vo em p recursores

Enhancer ativo na retina de células musculares



Se as sequéncias dos enhancers estao presentes
em todas as células, porque eles estao ativos
somente em algumas células ?

Mesmo gene expresso

_ n f-galactosidase
na retina e no pancreas




(D)
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\ TR s
\ = ~ -~
\ = = -~
\ = = -~
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7 N
Pbx1- Meis-
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sequence sequence

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.10

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



A combinacao enhancer + fatores transcricao garante que um dado gene
seja expresso em uma célula especifica:

Brain-specific Limb-specific
e ubgesr T+ i brsin and i
N b
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Y
Gene A -

expressed
in brain

Brain-expressed transcription factors

: o3
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,? E* > ,i/}} ‘ Mediator{ ﬁ#{mﬂf:xpressed
48 D‘t’%w\ / in brain
[ ,‘ﬂ)ﬁ\\‘_, / Gene A
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_ inbrain

>

Limb-specific enhancer (not used)

m a0 A Brain-specific enhancer (not used)
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c- 2
p Pt L |
o = & / mRNA expressed
/ \ W1
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Modularidade de enhancers



Associacao combinatoria
de fatores de transcricao

Enhancer DNA

(A) Erompter +1 +1706 paxe _ |

I e e e

crystallin gene (lens)

B
®) -450 -45

Pdx1 Pbxl Pdxl  Pbxl Pdx1 Pax6 CREB +1

somatostatin gene (pancreas)

Enhancer
DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.11

© 2016 Sinauer Associates, Inc.
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O papel das sequéncias silenciadoras

(A) ;
L1 NRSE
Promotor L1 — promotor do gene promoter !
L1, especifico de neurbnios () — %_) ) )
lacZ
Que tipo de fator deve ser ligar na sequéncia NRSE?
Um silenciador (B)
Por que?
Porque a delecao dessa sequéncia resulta na L1 No NRSE
expressdo de B-gal e varios outros tipos celulares promefter Sequence
&u_H-J )
lacZ

Quais células expressam esse fator?
Todas menos os neurdnios

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.12

© 2016 Sinauer Associates, Inc.

NRSE = Neural restrictive silencer elemento
NRSF = neural restrictive silencer factor



Elementos génicos regulatorios

* Sequéncias enhancer e silenciadoras permitem que determinados
genes usem uma combinacao de varios fatores de transcrigao para
controlar a sua expressao



Perguntas

O que gera assimetria dentro de uma unica célula?

guais fatores do microambiente promovem a assimetria de duas
células inicialmente idénticas?

Por que esses fatores atuam sobre uma das células e nao sobre a
outra?

Como esses fatores que geram assimetria promovem a
diferenciacao celular?

Como essa diferenciacao € mantida no organismo?
A diferenciacao é reversivel ? Quao plastica ela é?



DNA, histonas e nucleossomos
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Regulacao da cromatina

Acetyl Group

Methyl Group

Cromossomos
condensados

H3, H4 Tails Methylated

H2, H3, H4 Tails Acetylated
= 4

Cromossomos
descondensados -




Exemplo:
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L cH,
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A
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111
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S e 5
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» Y-globin

a

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.18

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



Processamento diferencial de RNA

1 3 5

Intron

Nuclear \ /\ T /\

RNA—gomms

Potential = : \/ \/ \/
exons +

1 2 4 5

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 1Te, Figure 3.23
© 2016 Sinauer Associates, Inc.



Controle da traducao de proteinas

(A) Translationally dormant (B) Translationally active

40S ribosome —__- = 5
/ mRNA PolyA d @
AAAD-A 3' OUL Al /1@

| :
A_A_A AAAAAAAAAAAAAAAAA:,’I
N J

X
PolyA tail

region

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 3.29

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



Genes e proteinas sao regulados
em diferentes niveis

* Alteracdes na cromatina

* Transcricao génica

* Processamento de RNA (splicing, meia-vida)
* Sintese proteica (taxa de sintese)

* Meia-vida de proteinas

* Modificacoes pos-traducionais

* Localizacao subcelular (moléculas podem estar restritas
espacialmente na célula)



Rede regulatdria de genes




Perguntas

O que gera assimetria dentro de uma unica célula?

guais fatores do microambiente promovem a assimetria de duas
células inicialmente idénticas?

Por que esses fatores atuam sobre uma das células e nao sobre a
outra?

Como esses fatores que geram assimetria promovem a
diferenciacao celular?

Como essa diferenciacao € mantida no organismo?
A diferenciacao € reversivel ? Quao plastica ela é?



Differentiation

Plasticidade das células-tronco

Dedifferentiation
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Trends in Cell Biology February 2015, Vol. 25, No. 2



Para saber mais:

https://sophia.smith.edu/blog/barresilab/devidetorials/#stem-cell-basics

https://sophia.smith.edu/blog/barresilab/devidetorials/#differential-gene-expression
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