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Reprogramagéao

Reprogramacao com OSKM e CITED2

com OSKM
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Células novas diferenciadas iPSC supercélulas  Células mais velhas diferenciadas iPSC fracas Células mais velhas diferenciadas iPSC super células
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Kaiser, Pedro Jesus, Rodrigo Fernandes, Ruben Goncalves e Sofia Ramalho

ABSTRACT:

The possibility of reprogramming differentiated adult cells which are limited in their
functions, into cells capable of generating all cell types of the adult organism has opened
new horizons in regenerative medicine. However, for a safe use of reprogrammed cells
in new clinical applications, the reprogramming process remains to be improved. We
have showed that the use of the protein Cited2 in during the reprogramming procedure
increases the efficiency and homogenizes the process.
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Célula que resulta da
unido dos nucleos
do ovulo edo
espermatozoide. O
zigoto da origem a
um novo individuo
(embrido).

Células indiferenciadas
originadas na massa
celular interna do
blastocisto que, nos
ratinhos, € um embrido
com 3 ou 4 dias de vida.

Capacidade deuma
determinada célula de
se diferenciar em todos
os tecidos do organismo
adulto.

Células que participam
na cicatrizacao de
lesbes e que se
encontram no tecido
conjuntivo (tecido
resistente que tem por
funcdo de conectar,
nutrir e proteger os
orgaos).

Proteinas que
estimulam ou reprimem
atranscricdo deum
gene.

Uso de células ou
produtos celulares para
substituir ou regenerar
células ou orgaos
disfuncionais.

Células “velhas" que
pararam de se dividir.

Apo6s a fecundacao, o divide-se rapidamente

e origina , das quais
derivam todas as células que vao constituir o futuro
organismo. Estas células sao ditas por

terem essa capacidade de gerar todos os tipos de
células presentes no organismo adulto. Em 2006, a
equipa do Professor Shinya Yamanaka, investigador
da Universidade de Quioto - Japao, conseguiu
reprogramar células diferenciadas da pele de um
ratinho ( ) em células com propriedades
semelhantes as das células estaminais embrionarias.
Estas células foram chamadas células estaminais
pluripotentes induzidas (induced Pluripotent Stem
Cells em Inglés, cuja sigla € iPSC), e tal como as células
estaminais embrionarias, as iPSC podem gerar um
organismo (ratinho, neste caso) viavel e fértil. A
reprogramacdao em iPSC tornou-se possivel através da
expressao forcada nas células diferenciadas de quatro
Oct4, Sox2, KIf4 e Myc, que
sao importantes para manter as células estaminais
embrionarias pluripotentes. Em 2007, a equipa de
investigacao do Professor Shinya Yamanaka, tal como
outros grupos de investigacdao norte-americanos,
obtiveram iPSC a partir de células diferenciadas
humanas usando a mesma abordagem. Assim as iPSC
sdo celulas rejuvenescidas, com potencial para originar
qualquer tipo de célula, e eventualmente tecidos, do
corpo, representando uma nova fonte de células para
e novas terapias.
No entanto, o processo de reprogramacado ainda
e pouco eficaz (poucos fibroblastos sdo realmente
reprogramados), demorado, originando colénias
de iPSC com niveis expressao de genes varidveis
entre elas, e é dificil de uso para reprogramar
. Assim, o processo de reprogramacao
precisa ainda de ser melhorado.

Em trabalhos anteriores, o nosso grupo de
investigacao mostrou que o fator de transcricao
CITED?2 é essencial para a proliferacao e sobrevivéncia



Fatores de transcricao
Oct4, Sox2,Klf4 e

Myc, usados para a
reprogramacdo de
células diferenciadas em
iPSC.

Potencial das

células estaminais
embrionarias e das iPSC
(células pluripotentes)
de dar origem a todos
os tipos de células

que constituem um
organismo.

€ doutorado em
Bioquimica e Biologia
Molecular (Université
Paris XI, France) e
Professor Auxiliar,
Presidente do
Conselho Cientifico

do Departamento de
Ciéncias Biomedicas

e Medicina (DCBM)

da Universidade do
Algarve (UAlg). E
Diretor do Mestrado em
Ciéncias Biomedicas-
Mecanismos de
Doenca do DCBM e do
Programa Doutoral em
Medicina Regenerativa
e Mecanismos

de Doencas
(ProRegeM) conjunto
a Universidade do
Algarve e Universidade
Nova de Lisboa. E
também Investigador
Principal, membro da
Comissao Cientifica,

e coordenador do
grupo de investigacao
em biologia
cardiovascular do

das células estaminais embrionarias de ratinho.
Demonstramos também, que CITED2 controla a
expressao de genes que sustentam o estado
pluripotente. Aléem disso, obtivemos resultados que
indicam que CITED2 é extremamente importante para
iniciar o processo de reprogramacao de fibroblastos
embrionarios de ratinho em iPSC.

Recentemente, mostramos que a expressao
forcada de CITED2 em combinacao com os fatores
de transcricao Oct4, Sox2, KIf4 e Myc, atualmente
também chamados , facilita
ainiciacdo do processo de reprogramacao dos
fibroblastos embrionarios ainda “jovens”, ou ja pré-
senescentes, o estado mesmo antes de se tornarem
senescentes.

As células senescentes sao dificeis de reprogramar.
Nas nossas condicdes experimentais, a
reprogramacado de fibroblastos pré-senescentes so
com os fatores de Yamanaka resultou numa mistura
de coldnias de iPSC com morfologia de celulas
pluripotentes e outras com uma morfologia diferente,
enquanto todas as células reprogramadas com os
fatores de Yamanaka e CITED2 formaram coldnias com
uma morfologia parecida as células pluripotentes (Fig. 1).

Acreditamos que as células reprogramadas apenas
com os fatores de Yamanaka e que apresentam
uma morfologia diferente das colonias de células
pluripotentes de ratinho, podem ser células que nao
acabaram por completo o processo de reprogramacao.

Aléem das diferencas morfoldgicas, as células
reprogramadas apenas com os fatores de Yamanaka
mostraram também mais variabilidade na expressao
de genes essenciais a manutencdo da
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Colénias de iPSC reprogramadas com
0s fatores de Yamanaka ' -

Coldnias de iPSC reprogramadéi_s com
os fatores qF.Yamanaka e CITEDZ Y,

Figura 1. Morfologia das colonias de iPSC reprogramadas a partir de fibroblastos pré-
senescentes s6 com os fatores de Yamanaka (A), e com a expressao adicional de CITED2
(B). As setas indicam algumas colonias. Imagens obtidas por microscopia de contraste
(autores Jodo Charneca, Ana Catarina Matias e José Braganca).
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do que as células reprogramadas conjuntamente com
esses fatores e CITED2. Esta observacao foi ainda
mais evidente quando foram usados fibroblastos
pré-senescentes para iniciar a reprogramacao (Fig. 2).
Esta observacao torna-se interessante porque implica
que a presenca de CITED2 de fatores de Yamanaka
torna o processo de reprogramacao mais constante
entre as varias sessdes de reprogramacao e até entre
células que estdo a ser reprogramadas numa mesma
experiéncia.

Demonstramos que a expressao de CITED2 em
conjunto com os fatores de Yamanaka aumenta
a eficiéncia de reprogramacao dos fibroblastos
embrionarios primarios de ratinho e leva a obtencao
de iPSC com menor variabilidade na expressao de
genes associados a pluripoténcia. Estas observacbes
foram verificadas especialmente quando as células
destinadas a reprogramacao eram fibroblastos pré-
senescentes.

Tal como as células de ratinho, as células humanas
envelhecidas sao mais dificeis de reprogramar do
que as células jovens. Numa situacao de recolha de



B Variagdo na expressao de
genes ligados a pluripoténcia
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Figura 2. Resumo dos resultados da reprogramacao s6 com os fatores de Yamanaka
(0-S-K-M), ou com a expressao adicional de CITED2 (CITED2 + 0-S-K-M) de
fibroblastos pré-senescentes. (A) As células pré-senescentes (cinzentas a esquerda)
reprogramadas com os fatores de Yamanaka dao origem a muitas pré-iPSC (células
azuis) e algumas iPSC (células redondas a direita). Nas mesmas condicdes, as células
pré-senescentes reprogramadas com os fatores de Yamanaka e CITED2, originam
muitas iPSC e algumas pre-iPSC. (B) Representacao da variabilidade de expressao

de alguns genes ligados a pluripoténcia (Nanog, Oct4, KIf4, KIf5 e Nodal) nas células
reprogramadas como indicado em (A). Os valores de expressdo mais baixos (ponta
com a seta virada para baixo) e mais altos (ponta com a seta virada para cima) estao

indicados para cada gene.

cells into induced
pluripotent stem cells.
Exp. CellRes. (2017) 359,
290-300.DOI: https://
doi.org/10.1016/j.
yexcr.2017.07.002
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Site pessoal do grupo de
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labcelestamjbraganc

células diferenciadas a partir de um paciente para
reprogramacdo destas em iPSC para fins de terapia,
o estado jovem, prée-senescente ou senescente das
células recolhidas é dificil de prever. O uso de CITED2,
em combinacdo com os fatores de Yamanaka nesse
processo seria vantajoso por facilitar a reprogramacao
em qualquer uma dessas situacoes.

Alem disso, a capacidade de originar iPSC com
expressao semelhante de genes entre elas,
garante que as iPSC se comportam de maneira
equivalente quando solicitadas a diferenciarem-se
para obtencao das células para fins terapéuticos e
medicina regenerativa. Por estas razbes, estamos a
investigar os potenciais beneficios da utilizacao de
CITED2 na reprogramacao de iPSC a partir de células
diferenciadas humanas.
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Os nossos jovens revisores vém da ,em
Faro, e foram orientados pela .Sao eles:
, 11° ano C de Linguas e Humanidades, interessada em filosofia e historia;
, 11° A de Ciéncias e Tecnologias, interessado em geologia,

biologia e quimica; , 12° A de Ciéncias e Tecnologias, interessada em
todas as formas de arte, fisica e matematica; , T1°ano A de Ciéncias
e Tecnologias, interessada em matematica e biologia; ,12°A de
Ciéncias e Tecnologias, interessada em tematicas relacionadas com genética,
histéria, cinema e literatura (decadentista e surrealista); ,11°B
de Ciéncias e Tecnologias, interessado em historia, geologia e fisica, para além
de tudo o que pareca uma histéria bem inventada; , 12° B de Ciéncias

Socioeconomicas, interessado em musica, ciéncia e desporto; :
11° A de Ciéncias e Tecnologias, interessado em matematica e desporto;

, 11° C de Linguas e Humanidades, interessado em filosofia, historia e
literatura; e , T1°A de Ciéncias e Tecnologias, interessada em biologia
e quimica.
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