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Desdiferenciação de células somáticas de 
modo a obter células com características  de 

pluripotência 

Moléculas sintéticas: 
 

• Conduz células a novos fenótipos; 
• Não se percebe modo de acção; 
• Não se sabe as relações com mecanismos epigenéticos. 

Reprogramação celular 

Extractos Celulares: 
 

• Permeabilização membrana; 
• Extracto de células  com reguladores 
nucleares; 
• Possibilidade de rediferenciar em múltiplas 
linhagens; 
• Simples. Fig. 1 – Reprogramação a partir de extractos celulares  
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Fusão Celular: 
 
 

•Possibilidade de tetraploidia; 
• Remoção dos núcleos das células estaminais é difícil; 
• Inibe a capacidade do citoplasma reactivar a 
expressão de marcadores pluripotência. 

Transferência Nuclear Somática: 
 
 

• Capacidade de reprogramação diminui com a 
diferenciação da célula somática; 
 

• Pouco sucesso em células humanas. 

Reprogramação celular 

Fig. 2 – Reprogramação celular por 
transferência nuclear somática . 
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Fig. 3 – Reprogramação por fusão celular. 



Vantagens Desvantagens 

Crescimento e morfologia semelhantes a 
células estaminais 

c-Myc e Klf4 são oncogenes, com 
elevada probabilidade de mutagénese 

Método de estudo para muitas doenças 
e potenciais fármacos 

Eficiência de reprogramação baixa 

Possibilidade de terapia génica 
especifica do paciente 

Indução de pluripotência 

Oct4 
Sox2 
Klf4 
c-Myc 

Fig. 4 – Reprogramação celular por indução de pluripotência em células somáticas. 



35 milhões de pessoas, com tendência a aumentar... 

Neurodegeneração que leva a progressivas perdas de memória e cognitivas 

Várias hipóteses  

Colinérgica 

Amilóide-β 

Tau 

Outras 

Doença de Alzheimer 

Neurotransmissão deficiente 

Placas extracelulares (Senile plaques) 

PHFs e NFTs 
 

ROS, Inflamação... 

Desconhece-se como se relacionam na totalidade 



Doença de Alzheimer - amilóide β 

APP – Proteína percursora da amilóide 

Amilóde-β 

Fig.5 – Formação de placas. 

Fig.6 - Diferença entre tecido saudável e na doença 
de Alzheimer. 

Fig. 7 



β-secretase (BACE1) 

γ-secretase 

Perturbação da transmissão de 
sinal nas sinapses 

Aβ 

Doença de Alzheimer - amilóide β 

Fig.8 – Actividade enzimática sobre APP 
(LaFerla, 2007). 
. 

Fig. 9 – Actividade enzimática sobre APP (LaFerla, 2008). 



Doença de Alzheimer - Tau 

• Destabilização dos microtúbulos 
 

• Tau hiperfosforilada sequestra tau normal 
 

            
Transporte de componentes celulares perturbado 

Fig. 10 – Tau e a destabilização dos microtúbulos (LaFerla, 2008) 
. 



• Stress oxidativo 
• Inflamação aberrante 
• ... 
 
 
Só actuar sobre um factor não 

irá curar a doença 

É necessário saber como todos estas 
causas/efeitos se relacionam! 

Doença de Alzheimer - pleiotropia 

Fig.11 – Vários dos mecanismos que se observam na 
doença de Alzheimer (LaFerla, 2007).. 



ALVOS EFEITO ESPERADO ABORDAGEM 

Tau Impedir hiperfosforilação 
Inibidores de cinases, 
estabilizadores de 
microtúbulos... 

Amilóide-β Inibir formação de placas Imunoterapia, inibidores de 
secretases β e γ... 

Neurotansmissores Melhorar neurotransmissão 
Agonistas ou antagonistas de 
receptores, inibidores de 
acetilcolinesterase ... 

Inflamação Diminuição da inflamação Anti-inflamatórios 

Stress oxidativo Diminuição de ROS Anti-oxidantes 

Prevenção Redução de factores de risco Redução do colesterol, dieta, 
estilo de vida... 

Reparação e 
neuroprotecção 

Aumentar mecanismos de 
reparação/protecção 

Terapia génica, celular, 
substituição de hormonas... 

Doença de Alzheimer – alvos terapêuticos 



FAD precoce FAD tardia SAD 

Presenilina 1 
(#14) 

25-60 anos 

Presenilina 2 
(#1) 

45-84 anos 

APP 
(#21) 

40-65 anos 

Herança de alelo ε4 de 
ApoE 
(#19) 

>50 anos 

Outros genes a ser identificados 

APP - Proteína percursora da amilóide  
β e γ secretases clivam APP 
e originam Aβ 

Presenilina 1 (subunidade) 

Genes de susceptibilidade 

1 % dos casos de AD 

Doença de Alzheimer Familiar (FAD) 



 
1. Obter linhas celulares para estudo dos mecanismos da 

doença, teste de fármacos, farmacogenética 
 
 
 

2. Abrir caminho para terapia à AD com recurso à 
reprogramação celular de células somáticas 

 

Objectivos 



Recolha de queratinócitos de doentes com Alzheimer e pessoas saudáveis 

Sequenciação de genes de interesse (APP, Tau, PSEN-1, PSEN-2, ApoE) 

Selecção de queratinócitos de pacientes que apresentem mutações nos genes APP e PSEN-1 

Indução das células seleccionadas a iPS 

Transfecção das iPS com gene alvo mutado por gene característico de fenótipo saudável para AD 

Selecção das células transfectadas com sucesso 

Diferenciação das iPS em células neuronais 

Metodologia pretendida 



Meio sem soro e com baixas 
concentrações de Ca2+ 

Meio típico de células estaminais, 
com KnockOutTM Serum Replacement  
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pA 

Metodologia – Indução de pluripotência 
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Metodologia – Transposão PiggyBac 



.Ou Gene APP com mutação no motivo GxxxG (G33A)   

.Ou presenilina 1 (PSEN-1) de humano saudável – causar mutação que origine o 
fenótipo saudável  

RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA 

Para diminuir a produção de Aβ Plasmídio com: 

A 

Metodologia – Mutagénese dirigida 



Potenciador: 
 
- Zinc finger nuclease? 
- ARCUT (artificial restriction DNA cutter)? 

iPS (2 dias depois) 
Electroporação 
célula-a-célula 

Plasmídio Plasmídio 

? 

Potenciação da recombinação homóloga 



Zinc finger nuclease 
(ZFN) 

ARCUT 

Potenciação da recombinação homóloga 

Complexo Ce(IV)/EDTA 

Reparação de DNA por homologia Reparação mediada por ZFN 



Zinc finger nuclease 
(ZFN) 

Potenciação da recombinação homóloga 

Reparação de DNA por homologia Reparação mediada por ZFN 



iPS (2 dias depois) 
Electroporação 
célula-a-célula 

Plasmídio Plasmídio 

Potenciação da recombinação homóloga 

Diferenciação 



Auto renovação 

Wnt FGF2 Notch 

Diferenciação 

Factores de 
reprogramação  

Metodologia – Diferenciação neuronal 

Queratinócitos 

Neurónios 
maduros 



Características de células neuronais: 

• Polaridade; 

• Morfologia complexa; 

• Presença de canais iónicos; 

• Pico  do  potencial  de  acção; 

• Potencial  de  repouso  da membrana; 

• Resistência  de  entrada  da membrana;   

• Capacitância da membrana. 

Funcionalidade  das células neuronais: 

• Correntes IPSCs e EPSCs. 

• Eficiência de conversão: 

Nº total de células iPS 

Nº de células diferenciadas 

Metodologia – Diferenciação neuronal 



Fenótipo  dos  neurotransmissores  
 nas  células neuronais:  

• Acetilcolina; 

• Norepinefrina; 

• Glutamato;  

• GABA  (γ-Aminobutyric  Acid);  

• TH (Tirosina Hidroxilase); 

• Periferina. 

Detecção de sinapses nas células neuronais: 

• Sinapasina 1; 

• Sinaptofisina. 

Metodologia – Diferenciação neuronal 



Determinação da funcionalidade das sinapses: 

•Detectar a existência de  ligações neuronais entre si; 

• Meio de neurónios corticais;  

• EPSCs evocadas e espontâneas; 

• IPSCs evocadas espontâneas.  

• Detectar a existência de  ligações neuronais 

pré-existentes; 

• Meio com astrócitos; 

• IPSCs espontâneas (CNQX e D-AP5); 

• IPSCs evocados (picrotoxina); 

• EPSCs evocados e espontâneos. 

Metodologia – Diferenciação neuronal 



Diferenciação e detecção de neurónios colinérgicos: 

• Anticorpo anti acetilcolinesterase; 

• Detecção de correntes sinápticas. 

Ácido 
retinóico 

NGF 
Astrócitos 

Auto renovação 

Wnt FGF2 Notch 

Diferenciação 

Neurónios 
colinérgicos 

Metodologia – Diferenciação neuronal 
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Metodologia – Diferenciação neuronal 



Houve indução de pluripotência? 

Imunofluorescência 
• TRA-1-60, TRA-1-81 
• SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4 
• Oct4, Sox2 
• NANOG 
• Rex-1 

Actividade Fosfatase Alcalina 

Resultados esperados – indução de pluripotência 



PCR 

Diferenciação nas três linhas germinativas 

Eficiência de Reprogramação: ≈1% 

Endoderme Mesoderme Ectoderme 

Resultados esperados – indução de pluripotência 



Detecção e expressão de Marcadores de Diferenciação Neuronais:  

Vierbuchen et al, 2010 

Ni  et  al, 2010 

Resultados esperados – diferenciação neuronal 



Caracterização das células com características neuronais: 

Existência de canais funcionais dependentes de ligandos 

Bloqueio de correntes 
mIPSCs com tetrodotoxina 

Bloqueio de correntes através de picrotoxina, 
presença de canais receptores de GABA 

Resultados esperados – diferenciação neuronal 



Detecção e funcionalidade de sinapses: 

Ligações neuronais pré-existentes 

Actividade dos receptores NMDA e AMPA 

Ligações neuronais entre si 

Actividade dos receptores NMDA e AMPA 

Resultados esperados – diferenciação neuronal 



Detecção e funcionalidade de neurónios colinérgicos: 

Bloqueio de receptores de 
acetilcolina por α-bungarotoxina 

Resultados esperados – diferenciação neuronal 



Fig. 10 Tecido nervoso com placas de amilóide-β e NFTs. 

 
Acumulações de amilóide-β e consequente hiperfosforilação de Tau, 

bem como de outros tipos de processos como inflamação e ROS 
 

Placas de Aβ 
 

NFTs 
 

Nas culturas com gene substituído: 

Resultados esperados – linhas celulares reprogramadas 

Fig.10 



• Necessária optimização;  

• Baixas  taxas  de  sucesso; 

• Células iPS possuem um tempo de vida definido; 

• Células  somáticas  não igualmente  passíveis  de  ser induzidas à pluripotência; 

• Técnicas dispendiosas, morosas e difíceis  de  executar. 

Reprogramação e   

Diferenciação Celular 

• Estudo de doenças 

• Terapia  

Conclusões e perspectivas 
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