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Nos dias de hoje existe uma controvérsia enorme em torno do
uso de células estaminais provenientes do corddo umbilical e
das células estaminais de fetos. Esta € uma controvérsia com a
qual os cientistas tém lidado todos os dias. Agora existe um tipo
células em tudo semelhante as células estaminais, no entanto,
estas ndo provém de células estaminais de fetos ou do cordao
umbilical, mas sim de células maduras — células da pele. De
forma a conciliar a necessidade de realizar um projeto de
traducdo especializada com a vontade de divulgar um tema téo
importante em lingua portuguesa, optou-se por escolher uma
obra cientifica recente sobre este tipo de células como texto de
partida.

Portugal possui um dos melhores, sendo o melhor, centro de
pesquisa a nivel mundial, o Centro de Investigacdo
Champalimaud. Este centro, a par com outros, trabalha
preferencialmente em inglés, pelo que as pessoas pouco
familiarizadas com esta lingua podem ter dificuldades na
compreensao destes textos, e por isso urge a necessidade de
haver textos em portugués que possam auxiliar essas pessoas.
A traducao deste livro levou a criacao de uma base de dados
terminolégica, ainda ndo acabada, devido a sua linguagem
altamente técnica. A base de dados terminolégica podera ser util
para o publico-alvo tal como para outros tradutores em
traducdes sobre um tema similar.

O presente relatério tem como objetivo mostrar cada uma das
fases de traducdo realizadas, desde a escolha do tema, ©
processo de traducdo, as dificuldades, os recursos utilizados,
acabando com uma reflexdo critica sobre o projeto.
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Nowadays there is a huge controversy surrounding the use of
stem cells from the umbilical cord and fetal stem cells. This is a
controversy with which scientists have dealt every day. But now
there is a type of cell that is similar to the stem cells. However,
they do not originate from fetal stem cells or from the umbilical
cord, but from mature cells - skin cells. In order to promote this
recently issue there was the need of doing something, in
Portuguese, addressing to this cell type.

Portugal has one of the best, if not the best, research center in
the world, the Champalimaud Research Centre. Because the
official working language of this center is the English language
all the work is published in English and for the people less
familiarized with the language that can be difficult. Therefore
there is the need of having papers in Portuguese that can aid
that people.

The translation of this book led to the creation of a terminology
database due to its highly technical language. This database can
be useful for the audience as for other translators dealing with a
similar theme.

This report aims to show each step taken, from the choice of the
theme, the translation process, the difficulties, the resources
used, ending with a critical reflection on the project.
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Introducéo

Este trabalho insere-se no projeto de Mestrado de Traducao Especializada, e
com o mesmo faz-se uso de todos os conhecimentos apreendidos durante os trés
anos de Licenciatura em Traducdo e dois anos de Mestrado em Traducao
Especializada. O tema abordado insere-se no objetivo deste projeto visto estar
inserido na area a qual este mestrado esté integrado, a area da Saude e Ciéncias
da Vida. De realcar que para o desenrolar deste trabalho foi muito util recorrer a
todos os conhecimentos obtidos durante os cinco anos de estudo na area da
traducdo, representando este projeto de mestrado o colmatar de um longo caminho.

Este projeto esta dividido em trés partes distintas: a tradug&o do livro Induced
Pluripotent Stem Cells de inglés para portugués; o glossario em inglés e portugués,
onde se insere, quando possivel, o termo, a sigla, um sinénimo, a definicdo e a
respetiva fonte, tanto para a lingua inglesa como para a portuguesa; e por fim o
relatério comentado sobre a traducdo elaborada, onde é feita uma analise critica
sobre todo o trabalho desenvolvido.

A motivacao para este trabalho partiu do grande interesse que o autor deste
projeto tém na area da genética. Este interesse aumentou aquando da realizacéo de
um relatério para a unidade curricular de Projeto/Estagio de Traducao
Especializada, pois foi nesta disciplina que se tomou conhecimento do tema
especifico a abordar neste projeto e onde se adquiriu ainda mais conhecimentos na
area da genética. Aquando da realizacdo do trabalho acima referido o autor
constatou que este tema € bastante estudado no nosso pais, havendo alguns
centros de pesquisa a funcionar em Portugal. No entanto, e devido ao facto desses
centros terem a lingua inglesa como lingua de trabalho, a literatura existente é na
sua grande maioria escrita em inglés, e este foi, também, um dos motivos que nos
levou a elaborar uma traducéo para o portugués de um livro de genética.

Pareceu-nos que o tema em questédo, dada a quase inexisténcia de literatura

em portugués, seria de grande relevancia para a traducdo especializada. Assim,



optou-se por uma obra nesta recente area de estudos e pelo tema atual das células
estaminais pluripotentes induzidas.

Apés a escolha do tema passou-se para a escolha de uma obra que fosse de
uma publicacdo recente e relevante para a area de estudos do mestrado. Mais
importante ainda seria o facto do mesmo ter de ser um estudo alargado na area.
Pretendia-se, deste modo, levar o leitor a conhecer um pouco mais da histéria
destas novas células antes de se passar para questdes mais especificas da éarea.
Cré-se que este livro, e embora os capitulos finais abordem mais a area de
investigacdo da autora, € um bom ponto de partida para quem soO agora se esteja a
inteirar desta matéria.

O projeto realizado consiste numa abordagem ao dominio da genética, mais
especificamente numa traducao de inglés para portugués de uma obra sobre células
estaminais. Considera-se portanto este projeto relevante dada a sua atualidade e
também porque o mesmo nos revela como tudo comecou, levando o leitor numa
espécie de viagem pelo tempo na area das células estaminais pluripotentes
induzidas.

Este projeto de mestrado consiste na traducédo de inglés para portugués de
um livro, de uma investigadora turca, Sybel YIdirim. O livro em questdo tem como
titulo Induced Pluripotent Stem Cells e foi publicado pela editora Springer. De dizer
também que um projeto deste tipo requer um grande trabalho de pesquisa na area
da genética, servindo isto para aumentar os conhecimentos do tradutor, assim como
do leitor, sobre este tema ainda tdo desconhecido da sociedade. De referir que o
livro original e a sua traducdo poderdo ser encontrados em anexo.

Em relacdo ao texto, trata-se de um livro que aborda uma parte muito
especifica da genética e que se encontra ainda a dar os primeiros passos. O
principal objetivo do livro € mostrar-nos o que ja foi feito na area, o que esta a ser
feito e abre também um pouco a porta do que se fara ou podera fazer no futuro.

Esta € uma obra de carater cientifico e informativo, onde é feita uma
descricao detalhada dos estudos, materiais, métodos e dos resultados analisados. A
sua linguagem é bastante complexa e daqui se depreende que € um livro destinado
a um publico muito especializado.

Relativamente a estrutura do texto, esta € simples, clara, concisa, bem
estruturada, recorrendo geralmente ao uso de ilustracdes, subtitulos, graficos e
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tabelas, de forma a possibilitar uma perfeita compreensdo dos contetdos e
conceitos abordados, bem como cumprir a sua funcéo primordial de dar a conhecer
a comunidade cientifica os resultados das suas experiéncias e convencé-la das
suas conclusdes. Contém ainda uma extensa bibliografia a partir da qual a autora se
baseou para a escrita do mesmo, sendo esta bastante completa, abrindo assim a
porta a um maior aprofundamento sobre matéria.

Durante a traducao foi tido em conta que, devido a especificidade deste tema,
esta ndo poderia ser uma simples traducdo para o portugués. Embora seja uma
traducao fiel do texto original foi necessério que a mensagem fosse passada de
forma correta e compreensivel, evitando assim que se criasse confusdo no leitor.
Foi necesséario pois recorrer a uma escrita que respeitasse as caracteristicas do
texto cientifico, mas sempre com as devidas e necessarias adaptacdes ao
portugués, quer de adequacao estilistica, quer gramatical, porque no fim o que
interessa é que a mensagem passada seja compreendida pelo leitor. Para isso foi
também tido em conta o publico-alvo. Neste sentido, houve uma atencao especial
em adequar o texto a critérios linguisticos e funcionais, ou seja, conferir clareza e
coesdo na exposicdo do conteudo, sendo necessério, por vezes, adaptar o estilo,
expressfes e estruturas frasicas que ndo poderiam ser traduzidas literalmente,
mantendo a sua funcéo informativa e explicativa bem como a sua objetividade. A
bibliografia existente na obra foi mantida na sua forma original para que nao
houvesse perda de informacéo ou alteracdo da mesma.

Neste relatorio, procede-se a uma analise critica do trabalho, caracterizando-
se o texto de partida, explicitando o processo da traducdo seguido, as ferramentas
utilizadas, as fases pré e pos traducdo, de acordo com as dificuldades e as
estratégias encontradas e que foram seguidas.

A pesquisa sobre o tema centrou-se em textos paralelos, na sua maioria em
inglés. Toda a pesquisa foi efetuada por via da internet pois ndo existem neste
momento muitos trabalhos editados em papel e os que existem ndo se encontram
acessiveis em bibliotecas, em particular na biblioteca da universidade de Aveiro.
Nesta universidade foram encontrados alguns livros, trés ou quatro, sobre a area da
genética, mas nenhum deles abordava em concreto o tépico da traducéo, pelo que

se decidiu prescindir da sua consulta.



Finalmente, foi elaborado este relatério onde se explica em detalhe todo o

processo que se percorreu desde a aquisicdo do livro até a sua traducao.
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1. Contextualizacédo e enquadramento

A obra selecionada para este projeto foi Induced Pluripotent Stem Cells,
escrito por Sibel Yildirim e editado pela editora Springer, em 2011.

Os fatores que levaram a escolha deste livro foram variados sendo que o
primeiro se prendeu com o facto de este trabalho ter de estar ligado ao ambito deste
mestrado, ou seja, a area das ciéncias da vida. Apos ter estabelecido a area,
restava ao tradutor pesquisar qual o tema que iria trabalhar concretamente, uma vez
gue nesta area existe uma imensiddo de temas que podem servir de objeto de
trabalho. Seguidamente houve a necessidade de se trabalhar um tema relevante
para os dias de hoje. A escolha recaiu sobre a area da genética. De dizer também
gue nao foi necessério efetuar-se uma pesquisa para ver se o livro se encontrava
traduzido porque o mesmo tinha acabado de sair para o mercado.

De mencionar que o tema a abordar neste projeto de mestrado surgiu
aquando da realizacdo de um relatério para a unidade curricular de Projeto/Estagio
de Traducéo Especializada, pois foi nesta disciplina que se tomou conhecimento do
tema especifico a abordar neste projeto e onde se adquiriu ainda mais
conhecimentos na area da genética.

Outro dos fatores que levaram o tradutor a traduzir este livro foi o facto de em
Portugal ndo existirem muitos trabalhos traduzidos sobre este tema, sendo que este
sera muito falado num futuro proximo. O facto deste tema ser recente levou a que
este trabalho fosse um desafio. Todos os trabalhos que serviram de apoio a esta
traducdo estavam escritos em inglés. E crenca do autor deste projeto que este
trabalho possa mais tarde vir a beneficiar os alunos que estdo agora a entrar no
mundo dos estudos genéticos, uma vez que o material de apoio de que dispdem é
na sua maioria numa lingua estrangeira, as vezes pouco conhecida por esses
alunos, e também para que esses mesmos estudantes possam aprender lendo na
sua propria lingua. Cré-se que devido ao futuro que esta area nos pode
proporcionar, o glossario elaborado no decorrer deste projeto sera de extrema
importancia para futuras traducdes e para os préprios tradutores. No que concerne a
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este projeto espera-se também poder contribuir para a divulgacdo deste tema na
lingua portuguesa e também se espera que futuramente se possam ver mais
trabalhos de genética escritos em portugués, para que a divulgacdo do tema se
possa generalizar e, quem sabe, a lingua portuguesa comece a ser mais ouvida
pela comunidade cientifica, porque uma lingua ndo falada num dado tema é uma
lingua esquecida para ele.

Para o ambito deste projeto € necessario mencionar a existéncia de um
centro de exceléncia no nosso pais, o Centro de Investigacdo Champalimaud, ao
gual o tradutor ndo esta alheio e cuja investigacdo se centra em muito no estudo
desta células, o que vem ainda dar mais forca a este trabalho, porque um pais com
um centro destes €, quase que obrigatoriamente, um pais virado para a pesquisa
genética.

Curiosamente, aquando da realizacao de este trabalho, foi atribuido o Prémio
Nobel da Medicina (2012) a dois investigadores, John B. Gurdon e Shinya
Yamanaka — este Ultimo encontra-se mencionado neste relatério - pela descoberta
de que as células maduras podem ser reprogramadas para se tornarem
pluripotentes. Este facto vem provar que, embora com alguma sorte por parte do
tradutor por a area galardoada com Nobel de 2012 corresponder a mesma deste

trabalho, este € um tema que cada vez ganhara mais importancia no futuro.
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2. Breves consideracdes sobre o tema

2.1 Livro: Induced Pluripotent Stem Cells, de Sibel Yildirim

Neste tépico iremos dar algumas informacdes sobre o livro que foi traduzido
no ambito deste projeto de mestrado.

O livro em questéo, Induced Pluripotent Stem Cells (SpringerBriefs in Stem
Cells), de Sybel Yildirim, foi lancado no dia 1 de dezembro de 2011 pela editora
Springer — uma editora especializada na edicdo de livros na area das ciéncias,
tecnologia e medicina — e mostra-nos um pouco deste novo e recente mundo das
células estaminais pluripotentes induzidas. Este livro pode ser adquirido em varias
livrarias espalhadas pelo mundo, no entanto, ndo foi possivel encontra-lo numa
livraria portuguesa. Em Portugal o mesmo s6 pode ser adquirido via livrarias online,
como a Amazon.

No seguimento das regras da editora, a autora do livro, Sybel Yildirim, é
especialista na matéria, sendo professora associada na faculdade de medicina
dentéaria, da universidade de Selcuk, na Turquia. No seu curriculum conta com um
doutoramento em medicina dentéaria pediatrica e em histologia e embriologia. A sua
investigacao incide sobre a histologia e embriologia das células estaminais da polpa
dentéaria. E também autora de varios artigos cientificos em revistas internacionais e
fez parte de varios projetos de investigacao.

O livro traduzido conta com 81 paginas, divididas por oito capitulos, cada
capitulo explica um pouco mais sobre o tema e em cada um somos levados a saber
um pouco mais sobre este tipo de células. De afirmar também que a linguagem
existente no livro é altamente especializada, ndo havendo espaco a explicacdes
muito pormenorizadas sobre os termos constantes no mesmo.

O primeiro capitulo € uma pequena introducdo ao tema a abordar no livro.

O segundo capitulo aborda o tema das “células pluripotentes” e encontra-se
dividido em dois topicos, sendo que o primeiro tépico aborda as “células

pluripotentes diferenciadas”, tendo um subtépico denominado “rede transcricional da



pluripoténcia” e um segundo toépico intitulado “rede transcricional e vias de
sinalizacdo da pluripoténcia.

O terceiro capitulo esta divido em dois topicos, o primeiro aborda o inicio
desta nova aventura da biologia, com a criacdo da primeira célula estaminal
pluripotente induzida e a descoberta dos genes que levam ao retornar da célula
madura ao estado pluripotente. O segundo tdpico, “reprogramacgao”, fala-nos da
reprogramacgao das células e contém um subtdpico, “fatores de entrega nas células
alvo”, que se encontra divido em cinco subtdpicos, a saber, “abordagens de
integracdo”, “abordagens de excisdo”, “abordagens nao integrativas’,
“reprogramacao quimica” e “micro-RNA em reprogramacgao”.

O quarto capitulo, intitulado “mecanismos moleculares de pluripoténcia”, esta
dividido em cinco tépicos. O primeiro aborda os “passos na reprogramagao” e neste
existem trés subtopicos denominado de eventos ou passos chave intermédios, que
sdo: “aumento da taxa de divisdo celular’, “mudangas morfolégicas” e “eventos
tardios para a pluripoténcia”. O segundo, “mecanismos na reprogramagao’,
encontra-se dividido em dois subtdpicos que sédo “fatores genéticos” e “vias de
sinalizagao”. O terceiro topico fala-nos das “dinamicas da reprogramacao direta”, o
quarto das “modificagdes epigenéticas e o quinto e ultimo tépico aborda as
“semelhancas e diferencas entre as CEPi e as CEE”.

O quinto capitulo, “modelar doengas num prato”, € composto de cinco

topicos: “CEPi especifica de doenca”, “escolher a fonte de células”, “identificagdo de
colonias de CEPJ”, “caracterizagao da mutacao genética” e “diferenciagao das CEPi
no tipo de células desejado”.

O sexto capitulo, intitulado “dificuldades para o potencial terapéutico das
hCEPi”, encerra somente um tépico cujo titulo é “a reprogramacdo € necessaria
para as terapias regenerativas?”.

O sétimo e pendultimo capitulo, “nova abordagem para entender a biologia das
células estaminais”, contém quatro tépicos: “saude versus doeng¢a”, “mudanca de
paradigma: reprogramagao como um processo raro, mas robusto”, “do reducionismo
para a todo” e “mais consideracodes futuras”.

O ultimo capitulo remete-nos para as conclusoes.

O livro também contém algumas imagens, fotografias e tabelas que ajudam a
melhor compreender o texto. Nestas podemos dar como exemplo a paisagem
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epigenética de Waddington (a), uma fotografia de uma célula segundo a formula

matematica z= (z*c+1) + 1/(z*c+1) (b) e tabelas, como no exemplo (c).

Fig. 7.2 Na paisagem de
Waddington [da referéncia
Waddington (1957] a bola
representa um ovo fertilizado
totipotente. Ele ira diferenciar-se
em varias linhagens enquanto a
bola rola pelo vale.

. : e V " ";?} e ‘n b %/ " r ')-. [V :‘\’ s ;.“ ~,’§“ ; ~ :‘;‘.‘ .
Fig. 7.1 Esta imagem ¢ o resultado da forma fractal do z= (z*c+1) + 1/(z%c+1)
(Softologyblog, 2011)

(b) Fotografia ilustrativa de uma célula segundo a férmula fractal z= (z*c+1) + 1/(z*c+1)



hCEE

EpiCE

mCEE

Estado de

pluripoténcia

Estado de maturidade
Morfologia

Condigdes de Cultura
Estado de
confirmacdo de

pluripoténcia

Inativacdo do

cromossoma X

Sinalizacdo BMP

TGF-B & FGF2

Via de sinalizagao

ERK 1/2

Semelhante a MClI

Primed
Monocamada lisa
Activina A/bFGF

Formagdo de teratoma

XaXi

Induz a diferenciacao

Suporta a renovagdo

Requer

Semelhante ao
epiblasto pds-
implantado
Primed
Monocamada lisa
Activina A/bFGF

Formacdo de teratoma

XaXi

Induz a diferenciacdo

Suporta a renovagdo

Requer

Semelhante a MClI

Naive

Em forma de cupula
LIF/BMP4 2i
Completacao tetraploide
Contribuicdo da linha

germinativa

XaXa

(+LIF) Estabilizado

Induz a diferenciacdo

A autorrenovagao é

reforgada pela inibicao

(C) Tabela 1 Diferentes tipos de células pluripotentes e a¢des antagonistas para as mesmas vias de

sinalizacdo, em diferentes estados de pluripoténcia.

De referir também que esta obra ndo contém notas de rodapé. No entanto,

dispde de uma bibliografia bastante extensa sobre todos os trabalhos pesquisados

para a elaboracao desta obra.
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Throughout history people have dreamed of finding a
Fountain of Youth to escape the consequences of
aging and disease, and the ability to return an adult
body cell to an embryonic state would certainly appear
to be as close as humanity has come to that fantasy
so far.

Konrad Hochedlinger

2.2 Células Estaminais Pluripotentes Induzidas

Ao longo da historia as pessoas sonharam com a descoberta da Fonte da
Juventude, de forma a escaparem as consequéncias do envelhecimento e das
doencas, por isso, e visto estarmos numa época em que a juventude eterna recebe
um papel mais importante que a vida eterna, as células estaminais pluripotentes
induzidas (CEPi) merecem especial destaque.

Durante 30 anos, com a descoberta das células estaminais embrionérias e da
sua pluripoténcia, capaz de se transformarem em qualquer um dos 220 tipos de
células do corpo humano, criou-se a esperanca dessas células substituirem células
doentes e abriu-se uma discussao que envolve questdes éticas. Por esse motivo, 0s
investigadores procuraram outras formas de se obter células estaminais. A partir
disso, Shinya Yamanaka, da Universidade de Tokyo, revelou, em Agosto de 2006,
gue conseguiu através de células da pele de ratos e de um cocktail de genes,
transformar células adultas em células estaminais pluripotentes induzidas, com as
mesmas caracteristicas das células estaminais embrionarias.

Tudo comecou no ano de 2006, na Universidade de Quioto, pela mao de
Shinya Yamanaka e da sua equipa (se formos mais puristas poderemos afirmar que
tudo comecou ndo em 2006 mas sim no dia 5 de julho de 1996 com o0 nascimento
do primeiro mamifero clonado artificialmente, a ovelha Dolly). Shinya Yamanaka
pegou num cocktail de genes especialmente importantes nas células estaminais e
introduziu-os em células adultas usando um retrovirus como veiculo de entrega na
Célula e essas células passaram a um estado semelhante ao das células

estaminais. A essas células deu-se 0 nome de células estaminais pluripotentes
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induzidas (CEPi), em inglés Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs). Por este
avanco cientifico Shinya Yamanaka foi galardoado, em 2011, com o prémio Wolf da
Medicina e, em 2012, com o prémio nobel da medicina.

Desde entdo e até os dias de hoje os avancos tém sido enormes, desde o0s
primordios em que foram usados retrovirus como veiculo de entrega dos genes nas
células, que tém um grande inconveniente do seu ARN se incorporar no ADN no
hospedeiro — de forma semelhante ao virus da sida — até ao uso do retrovirus da
gripe humana comum como veiculo de entrega dos genes (Oct4, Sox2, Klf4 e c-
Myc) nas células, usado por Konrad Hochdlinger, pois, segundo ele, usando esse
virus, ha menos hipéteses dos seus genes sobreviverem nas células do recetor e
gerar mutacOes que podem originar cancros, ou seja, 0 mesmo ndo se incorpora no
ADN do hospedeiro e o préprio corpo do recetor € capaz de o eliminar; ou desde o
uso de um cocktail de genes naturais até ao uso de genes semelhantes mas de
origem sintética, uma vez que, como descrito nos trabalhos de Sheng Ding, do
Instituto de Investigacdo Scripps, e de Douglas A. Melton, de Harvard, cada
substancia quimica ativa um caminho de interacbes moleculares dentro de uma
célula que seria ativado pelo gene. Isto evitaria a contaminacdo da célula pelo
agente viral e assim seria possivel utilizar estas células em terapias humanas; ou
desde a criacao das CEPi até a criacdo de ratos completamente originados a partir
das CEPi, ou desde o uso de células de fibroblastos para a transducéo até ao uso
de simples células da pele. E ndo termina por aqui pois o futuro ainda esta distante
e a técnica ainda € muito recente.

Existem imensas vantagens com o uso das CEPi e a maior e talvez principal
vantagem destas células é o facto das mesmas terem uma fonte infinita de células
para o estudo do mais variado tipo de doencas e, uma vez que qualquer célula pode
ser derivada, inclusive as células de pacientes ja doentes, ndo ha limite para o que €
possivel. Outra das grandes vantagens é o poder contornar-se todos 0s entraves
éticos e morais existentes com o0 uso de células estaminais embrionarias, porque
aqui ndo se trabalha com células de fetos ou do corddo umbilical. Nas grandes
vantagens também se pode inserir a criacdo de “pecas sobresselentes” e
medicamentos especificos do paciente porque como estes sao produzidos a partir
das proprias células do paciente, tornando ao mesmo tempo o paciente dador e
recetor, ndo existe o perigo de rejeicdo imunolégica por parte do corpo do doente.
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A partir deste trabalho, prevé-se no futuro personalizar os cuidados de salde,
uma vez que todos os tratamentos que um doente necessitar serdo desenvolvidos a
partir das suas proprias células. Desses tratamentos constam medicamentos cem
por cento compativeis com o doente ou mesmo o desenvolvimento de um 6rgao, por
exemplo um coracgdo, rim, figado, etc., originado das préprias células do doente, o
que levaria a que o doente tivesse uma vida saudavel sem a necessidade de
recorrer aos tao importantes imunossupressores que hoje em dia acompanham os
doentes transplantados até ao resto das suas vidas.

Porém, antes de qualquer aplicacdo e qualquer teste clinico, h4 a questéo da
seguranca da célula. E necessario certificar-se que, num grupo de células geradas a
partir de CEPi, como por exemplo, novos neurdnios, ndo haja células que se
diferenciem em tumores. Por isso, é de salientar que as técnicas usadas ainda se
encontram em fase de desenvolvimento, sendo ainda muito precoce especular-se
sobre os reais beneficios para o futuro dos cuidados de salde, mas a perspetiva é a
de que nos proximos anos sera descoberta qual a célula que sera mais adequada
para determinada doenca, para garantir a ndo exposicado de pessoas a mais riscos,

além das doencas que ja possuem.
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3. Traducao e critérios de qualidade

Todos os progressos cientificos advém de um somatério de conhecimentos
anteriores deixados pelos cientistas do passado. A utilizagdo dos bons termos e do
bom registo linguistico € extremamente importante na progressao, manutencdo e
transmissdo do saber. Os comentarios pessoais, humoristicos, expressdes
figuradas e outras facetas de linguagem pessoal sdo (exceto em texto de
divulgacdo, para um publico mais alargado) sistematicamente evitados (Coimbra,
2001).

A propagacdo de todos os conhecimentos cientificos realiza-se também
através da traducéo.

Segundo Gouadec (2007), muitas pessoas acreditam que traduzir € somente
uma questdo de “linguas” e que qualquer pessoa que tenha traduzido na escola
pode vir a ser um tradutor, sendo isto apoiado pelo simples facto de existirem 0s
tradutores automaticos online, o que leva a que muitas pessoas acreditem que a
traducdo ndo € um emprego a Ssério, porque para se traduzir basta ter-se
conhecimentos de uma lingua e um bom dicionério e, para essas mesmas pessoas,
a traducéo é uma simples atividade de traduzir frases e palavras para outra lingua.

Gouadec continua dizendo que ndo é bem assim. Um tradutor € um
profissional altamente especializado com conhecimentos tanto ao nivel dos
conteldos como das mais variadas ferramentas de traducdo assistida. Para o

mesmo autor ndo basta ter-se conhecimentos numa lingua:

Languages are essential, but insufficient. What is needed beyond absolute
linguistic proficiency is a perfect knowledge of the relevant cultural, technical,
legal, commercial backgrounds, and a full understanding of the subject matter
involved. (Gouadec, 2007: XIlII)

Um tradutor tem que ter, entre outras competéncias, a competéncia de

compreender, interpretar e encontrar a metodologia de tradugao adequada ao texto
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gue tem entre maos para traduzir. Neste caso, um texto cientifico tem
caracteristicas que um tradutor tem que ter sempre em mente e respeitar no

momento da traducdo, nomeadamente:

- impessoalidade;

- objetividade;

- estilo cientifico (linguagem informativa, de ordem racional, firmada em
dados concretos);

- vocabulario técnico (cada ramo cientifico tem a sua propria terminologia);

- correcao gramatical (clareza e precisédo das ideias);

- recursos ilustrativos (tabelas, desenhos, fotografias).

Garantir a qualidade de uma traducdo € o objetivo de qualquer tradutor. A
gualidade de uma traducdo € atingida através de varios fatores que se prendem
com a formacao do tradutor e com a garantia de que este utiliza os procedimentos
adequados.

Atualmente, os tradutores devem ter habilitacbes necessarias para trabalhar
como tradutor (licenciatura ou pos-graduacéo), ter conhecimentos linguisticos
alargados, ter uma formacdo ou conhecimentos especializados em &reas
especificas e ainda possuir as ferramentas de traducédo adequadas.

Todas estas habilitacbes e outras estdo presentes na EN15038, Norma
Europeia de Qualidade para Servigcos de Traducédo, que entrou em vigor em 2006. A

norma é assim citada no sitio da empresa traduc&o Tecnilinguas™:

O objetivo da norma é estabelecer e definir os requisitos para a prestacdo de
servigos de traducéo de qualidade.

Séo compreendidas todas as fases do processo de traducdo, sendo que a
garantia da qualidade e a capacidade de registo da sua evolugdo sdo pontos
vitais desta Norma, que define todo o processo aos Prestadores de Servicos de
Traducdo e aos seus clientes e providencia aos primeiros procedimentos e
requisitos normalizados que visam satisfazer as exigéncias do mercado,

incluindo recursos humanos e técnicos, gestdo da qualidade e de projetos,

! C.f. http://www.tecnilingua.pt/pt/noticias/go/norma-europeia-de-qualidade-para-servicos-de-traducao
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contexto contratual, procedimentos, servigos de valor acrescentado e definicbes

de termos.

Hoje em dia, as traduc¢des passam por um controlo de qualidade totalmente
diferente do processo tradicional que consistia numa simples verificacdo gramatical

e ortogréafica. Tal como Miriam Santos afirma:

O processo de qualidade é orientado para o cliente e o produto. O utilizador e a
funcionalidade séo fatores-chave nesse controlo (Santos, 2008)

Embora seja argumentado que a qualidade em traducao € subjetiva, existem,
no entanto, certos critérios para efetuar um servico de qualidade. O sitio da empresa
de traducdo Veritas (Veja-se “Veritas Traduccion y Comunicacion, S.L..Disponivel

em: http://www.veritaseuropa.com/traducoes/portugues/qualidade.htm) cita esses

critérios da seguinte maneira:

- A correta transferéncia do contedado do texto de origem para o texto de
destino.

- A correta escolha de aspetos fundamentais como terminologia, vocabulario,
girias, expressodes, tecnicismos e linguagens especificas de cada sector e profissdo
no idioma de destino.

- O uso adequado da gramética, ortografia, pontuacéo e sintaxe, assim como
a correta transcricdo de datas, nomes, dados etc. no idioma de destino.

- A adequacéao do estilo e formas da linguagem as finalidades do texto e a

inteng&o do seu autor.

Ainda hé certos fatores que influenciam a qualidade da tradugéo.

- A pericia, o conhecimento e a lingua materna do tradutor: ter um
excelente conhecimento da lingua para a qual vai traduzir.

- Revisdo e correcdo: E aconselhavel que o revisor ndo seja o tradutor

original, de forma a ter uma perspetiva diferente sobre a traducéo.
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- Prazo de entrega: Um trabalho feito a pressa raramente é um trabalho bem
feito. E preciso saber gerir o seu tempo e conhecer as suas competéncias de forma
a avaliar a duragdo de um projeto.

- Grau de comunicacgéo entre o tradutor e o cliente: O contacto do tradutor
com o cliente é muito importante, pois garante um melhor resultado final. A opinido
do cliente é fundamental relativamente a varios aspetos, nomeadamente,

formatacao final do texto, terminologia ou ainda a pagina¢do do documento.

ApoOs isto, € necessario referir que para este trabalho ndo foi necessario
respeitar-se todos os critérios de qualidade descritos em cima. Para comecar, este €
um texto traduzido no ambito do mestrado em traducdo especializada, pelo que néao
existia um cliente. A auséncia de cliente fez com que o tradutor ndo tivesse que
respeitar este critério. Outro ponto que foi abordado muito ligeiramente foi o da
revisdo e correcado. Segundo a empresa Veritas, a revisdo deve ser feita por alguém
gue nao o proéprio tradutor, mas neste caso, tratando-se este de um trabalho pessoal
para obtencéo do grau de mestre, a revisdo e a correcao tém obrigatoriamente de
partir do préprio candidato a esse grau, embora o0 mesmo tenha sido orientado por
uma professora com experiéncia na area.

O prazo de entrega foi um dos pontos a ter em conta devido a extenséao do
livro traduzido e de todo o trabalho envolvido no mesmo, nomeadamente a
elaboracdo de base de dados. Aqui existiam duas possibilidades, a entrega na
primeira fase ou segunda. Inicialmente foi pensada a primeira, mas a traducao e
base de dados levaram mais tempo do que 0 necessario, deixando pouco tempo
para o relatério. Como tal optou-se pela segunda fase, o que fez com que o prazo
para a elaboracdo do mesmo fosse aumentado em alguns meses.

Um dos pontos importantes foi o conhecimento das linguas com que se ia
trabalhar. Aqui optou-se por uma traducdo de inglés para portugués devido as
competéncias técnicas do tradutor na lingua de chegada, a mesma que a lingua
materna.

Outro ponto bastante importante foi a correta compreensao do tipo de texto
gue se ia traduzir, pois 0 mesmo iria influenciar toda a traducao.

Também €& necessario referir a terminologia existente neste texto. Sendo a
terminologia um aspeto muito sensivel nesta tradugéo foi necessario recorrer-se a
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sitios fiaveis e cuja identidade fosse reconhecida. Neste ponto foi dificil encontrar
um sitio na internet que tivesse toda a informacédo, pelo que se optou por varios
sitios, tendo sempre em mente que os mesmos teriam de ser fiaveis e elaborados

por pessoas com competéncias na area.
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4. Publico-alvo

Sendo a editora do livro, a Springer, uma editora que tem o intuito de fornecer
informacéo de qualidade & comunidade cientifica internacional — isto mesmo podera
ser visto no préprio sitio da internet da editora, onde na sua declaracdo de misséo
se escreve “Throughout the world, we provide scientific and professional
communities with superior specialist information.” — pode-se depreender, s6 por isso,
gue o publico-alvo deste livro é muito restrito.

Neste caso, o publico-alvo séo profissionais do ramo da area da investigacao
celular, mas nestes também se poderao incluir os estudantes de biologia celular ja
com alguns conhecimentos na area ou que estejam agora a entrar nos estudos
genéticos. Neste mesmo publico, e uma vez que a autora da obra é especializada
em medicina dentaria, podemos inserir os médicos odontologistas que queiram
saber um pouco mais sobre aquilo que o futuro lhes reserva nesta area. Também
poderemos incluir alguns médicos que, ndo tendo propriamente grandes
conhecimentos na matéria mas sendo de areas que lidam diariamente com doencas
cronicas, como por exemplo o cancro ou doencgas neurologicas, querem estar
informados sobre o futuro da medicina, uma vez que os estudos levados a cabo irdo
no futuro servir quase exclusivamente a area da saude e bem-estar.

Sendo esta uma obra muito especifica que, no entanto, também se destina
ao publico-alvo menos especializado sobre o assunto, como referido acima, convém
haver uma traducdo da obra para uma melhor compreensdo do assunto aqui
abordado. Sem esta traducéo, o publico menos especializado e, acima de tudo, ndo
muito familiarizado com a lingua inglesa poderia ter muitas dificuldades na sua
compreensao. Esta traducdo € também importante porque a grande maioria dos
textos cientificos, artigos, livros, etc. se encontram escritos em inglés, ndo havendo
muitas publicacdes na area escritas na lingua portuguesa.

Os termos técnicos vém desprovidos de qualquer explicacéo e/ou definicéo, o
gue nos leva a crer que a obra esta centrada no publico-alvo acima referido. Esta
obra tem um carécter informativo e cientifico, abordando o tema desde 0 seu inicio,
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em 2006, sendo que aborda o presente da investigacdo e deixa-nos algumas pistas,
nomeadamente sobre algumas doencas que, ndo tendo neste momento perspetivas
de cura, no futuro podem vir a ser curadas ou apaziguadas pelo uso destas células.

Sendo esta uma editora especializada s6 se pode esperar que todos o0s
textos, obras, artigos, etc. sejam escritos por especialistas na area e esta obra nao
foge a regra. A autora, embora seja da area da medicina dentaria, tem um
doutoramento na area de estudos abordada e os seus trabalhos séo reconhecidos
pela comunidade internacional, sendo também autora de muitos outros artigos
publicados em revistas de renome, como o 1JOS (International Journal of Oral
Science). E também membro do conselho editorial do NICHE (Journal of Cellular
Therapy and Regenerative Medicine).

Esta obra pretende mostrar aos seus leitores a evolucdo dos estudos sobre
as células estaminais pluripotentes induzidas, podendo mesmo ser um bom ponto

de partida para o conhecimento ou aprofundamento sobre este tema.
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5. Analise e caracterizacdo do documento.

Nesta parte analisar-se-4 o livro utilizado para a traducédo, de forma a
caracterizar a sua tipologia e género textual, assim como a sua estrutura e
linguagem, por outras palavras, este capitulo servira para analisar a macroestrutura

€ microestrutura do texto trabalhado.
5.1 Tipologia textual

E muito importante para o tradutor definir a tipologia do texto que vai traduzir,
uma vez que todo o trabalho desenvolvido sera influenciado por essa mesma
tipologia. Como Reiss sugeriu: “the most important invariant in translation is the text
type to which the source text belongs, as it determines all other choices a translator
has to make” (apud Baker, 2008: 198).

Sendo este um texto cientifico o mesmo reveste-se de um carater informativo
e técnico, para tal o mesmo tem de ser escrito por alguém que perceba da matéria,
pois ndo € qualquer autor que escreve sobre um tema destes sem ter

conhecimentos profundos do mesmo.

Macroestrutura

Tendo este livro sido publicado por uma editora de renome internacional, a
obra segue todas as regras a que a editora obriga. Estas mesmas regras podem ser

encontradas no sitio de internet da editora www.springer.com. Contudo, muitas

destas regras da editora correspondem ao mesmo tempo as regras existentes neste
tipo de textos cientificos. Para comecar, a mancha grafica é corrida, sendo apenas
interrompida por capitulos e subcapitulos. No caso deste livro, para os capitulos
existe um titulo, seguido dos varios subtitulos dos varios subcapitulos. Esta mancha

grafica € comum a este tipo de livros cientificos.
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O texto cientifico apresenta diferencas em relacdo aos demais tipos de
textos. Para comecar € um texto escrito, de natureza impessoal, que utiliza um estilo
muito caracteristico do texto cientifico. Isto €, visa suscitar o afastamento do sujeito
gue escreve, de forma a garantir objetividade, comum nestes tipos de textos. As
ideias sdo claras mas apresentadas numa linguagem muito técnica com poucas
explicacbes e com bastantes termos cientificos, em muitos casos, SO
compreendidos por um leitor muito especializado.

Este tipo de texto visa o trabalho realizado, contando sempre com uma
introducéo, os materiais e métodos utilizados, terminado com os resultados obtidos,
a discussao desses mesmos resultados e a concluséo.

O mesmo comeca com uma pequena introducdo, que se encontra dividida
em quatro partes. Essas partes visam contextualizar todo o trabalho desenvolvido
durante as pesquisas efetuadas, dar a conhecer ao leitor todos os conceitos que se
abordam no trabalho, levar o leitor a interessar-se pelo tema abordado no trabalho e
finalmente apresentar os objetivos do estudo.

E nos materiais e nos métodos de trabalho que o autor aborda o tema em
guestdo, mostrando como chegou ao resultado atingido, ao mesmo tempo que
fornece ao leitor todos os dados da sua investigacdo para que o estudo possa ser
credivel aos olhos do leitor. Nesta seccdo do texto, o autor pretende que o leitor
compreenda todo o trabalho desenvolvido durante as suas pesquisas, de forma a
gue quem |é o seu trabalho possa analisar os resultados que se obtiveram durante a
investigacdo e, quem sabe, no futuro possa reproduzir esse mesmo estudo.

Para facilitar esse trabalho ao leitor, o autor deve mencionar no seu trabalho
todos os elementos de pesquisa, externos e internos, sendo que nos externos terdo
de ser mencionadas todas as pesquisas que o autor desenvolveu, referindo para tal
as fontes as quais recorreu para levar a cabo o seu trabalho, e nos internos devem
ser mencionadas as condicdes em que foi realizado o trabalho, os passos que se
tiveram em conta durante a realizacdo da investigacdo e as metodologias utilizadas
durante a mesma.

Na parte dos resultados devem estar bem claras todas as informac¢des novas
gue se obtiveram durante a conducdo da investigacdo, de forma a que se possam
tirar conclusdes sobre o trabalho realizado. Os resultados devem ser apresentados
de forma clara e, para tal, existem varias formas de os apresentar. Aqui inserem-se
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0os elementos nado verbais, quer seja por uso de gréaficos, esquemas ou tabelas.
Ainda nesta area convém ter-se em atencdo que os dados incluidos terdo de estar
relacionados com a pesquisa efetuada, deixando de lado toda e qualquer
informacao irrelevante para a pesquisa. E também importante expor-se estes dados
de forma ordenada, a fim de haver um encadeamento de ideias que n&o confunda o
leitor e que Ihe permita obter as mesmas ou semelhantes conclusdes que o autor.

Posto isto entra-se na parte da discussdo, onde os resultados serdo
interpretados, sendo muito importante haver uma relacdo e encadeamento l6gico
dos mesmos. Para finalizar tera de haver uma compara¢cdo com os conhecimentos
adquiridos, pelo autor ou outros autores, sem nunca esquecer a parte critica a que
um trabalho cientifico esta obrigado.

Por fim, nas conclusdes, deve-se resumir todos os avancos alcancados com
a pesquisa efetuada, havendo espaco para lancar o debate sobre o que foi
descoberto ou alcangado com o trabalho, deixando sempre espago a critica por
parte dos pares.

De forma a explicar ainda melhor o tema tratado, podemos encontrar na obra
as mais variadas imagens, sendo algumas fotografias e outras desenhos e tabelas.
Tratando-se este de um texto cientifico também se encontram bastantes citacdes de
outros trabalhos realizados por outros investigadores. Trabalhos aos quais a autora
recorreu para a elaboracdo desta obra. Encontram-se também partes de livros,
entre eles um do ano 1993, denominado The god particle, de Leon Lederman e Dick
Teresi, outro de 1982, The Fractal Geometry of Nature, de Benoit Mendelbroth e por
altimo, um livro de 1996, How the Leopard Changed Its Spots, de Brian Goodwin.
Nos esquemas podemos encontrar, por exemplo, o “processo de reprogramagao na
polpa das células dentarias” e todos os passos por que passa uma célula desde a
sua inoculacdo até a sua caracterizacdo, diferenciacdo in vitro e in vivo; nos
desenhos encontra-se, entre outros, a paisagem de Waddington, cuja bola
representa um ovo totipotente fertilizado que se ira diferenciar em varias linhagens;
e nas fotografias podemos encontrar imagens de microscopio de varias células.
Estas imagens, fotografias e tabelas ajudam a compreender melhor o texto e séao
acompanhadas de legendas explicativas. Estas legendas variam de dimenséo,

sendo que na sua maioria ocupam uma ou duas linhas de texto, embora no sétimo

25



capitulo as figuras venham acompanhadas de legendas mais elaboradas, de
maneira a explicar os processos por elas abordadas.

Para terminar temos a parte poOs-textual, onde se pode encontrar a
bibliografia e um indice remissivo. A bibliografia aparece no fim de cada capitulo ao
invés de aparecer no fim do livro e esta organizada por ordem alfabética, neste
caso, pelo apelido do autor, e o indice remissivo, também organizado por ordem
alfabética, permite-nos encontrar, por via de alguns termos especificos, em que
paginas esses mesmos termos sdo abordados. Nesta obra ndo se encontram
anexos ou apéndices que completem o tema tratado. De referir também que esta

obra ndo contém notas de rodapé.

Microestrutura

Na parte referente a microestrutura, iremos analisar um pouco mais a obra
traduzida e serdo mencionadas algumas caracteristicas da mesma.

Sendo este um texto cientifico, segue as regras para elaboracdo do mesmo,
tanto a nivel da linguagem de textos deste género como das exigéncias por parte da
editora.

O texto tem uma escrita formal, as frases sdo bastante longas, o que
contraria as caracteristicas dos textos escritos em inglés, mas que é normal neste
tipo de textos cientificos. As frases apresentam alguma dificuldade, ndo devido ao
inglés, mas sim devido a existéncia de termos complexos, que muitas vezes levam o
leitor a ter de reler a frase para a melhor compreender. Esses termos complexos
sdo em muitos casos nomes cientificos de certo elemento, que sdo expressos por
via de siglas ou acrénimos, ou que devido ao carater do texto sdo escritos usando a
nomenclatura internacional que ndo pode ser expressa pela escrita mas sim por
formulas. Em a) podemos ver um exemplo de uma frase onde se empregam nomes
cientificos e em b) temos um exemplo da nomenclatura internacional. No entanto,
este texto ndo emprega s6 frases longas, existindo algumas frases mais curtas,

sendo que muitas vezes estas séo frases afirmativas, como nos exemplos c) e d).

a) A virus-free method utilizing oriP/EBNA1 (Epstein-Barr nuclear antigen-1)-
based episomal vectors or a piggyBac (PB)-based single vector
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reprogramming system has been used successfully for reprogramming
humam fibroblastos (Kaji et al. 2009; Yu et al. 2009).

Um método livre de virus, utilizando vetores epissomais baseados no
oriP/EBNA1 (Epstein-Barr antigene nuclear 1) ou um sistema de
reprogramacao de vetores singulares baseados no piggyBac (PB) tém sido
usados com sucesso para reprogramar fibroblastos humanos (Kaji et al.,
2009; Yu et al., 2009).

b) A downstream effector of the Wnt pathway, na inhibitor of glycogen synthase

kinase-3 (GSK3) called 6-bromoindirubin-3*-oxime or BIO, has been chown to
mantain pluripotency in humam and mouse ESCs (Sato et al. 2004).
Um efetor downstream da via Wnt, um inibidor da cinase-3 da sintase do
glicogénio (GSK3), chamada de 6-bromoindirubin-3'-oxime ou BIO,
revelaram-se capazes de manter a pluripoténcia em CEE humanas e de
ratinho (Sato et al., 2004).

c) The generation of patient/disease-specific IPSCs follows standard
methods.
A geracdo de CEPi especificas de paciente/doenca segue métodos

standards.

d) In a metazoan body all cells possess the same set of genes.

Num metazoario todas as células possuem o mesmo conjunto de genes

Devido a sua escrita e ao seu carater cientifico, este livro pode néo ser
completamente compreendido por pessoas que nao tenham, pelo menos, alguns
conhecimentos nesta area. O vocabulario e a terminologia existentes na obra sao
bastante especificos, pois a autora escreve para 0S Seus pares e por iSSo ndo se
preocupa em explicar ao minimo detalhe o que escreve, como poderemos ver no

exemplo que se segue:
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a) Candidates for the epignetic modifications in de-differentiation process from

somatic cells to iPSCs are promoter CpG DNA methylation, and alteration in
histone modifications in relation with this importance of PcGmediated
repression of genes.
Os candidatos para as modificacbes epigenéticas, no processo da
desdiferenciacdo das células somaticas para CEPi sdo o promotor CpG da
metilacdo do ADN e a alteragdo nas modificacées das histonas em relacéo
com a importancia da repressao dos genes mediada pelo DGP.

Grupos nominais

Comecgaremos com 0S grupos nominais, muito presentes nos textos de lingua
inglesa, e que muitas vezes levantam problemas na traducdo. Nao se trata somente
de uma traducdo palavra a palavra, € necessario perceber a ideia que se encontra
subjacente, a fim de se poder fazer uma traducdo o mais correta possivel e que se
encontre adequada a lingua para a qual se esta a traduzir, neste caso, a lingua
portuguesa. A estes problemas, aguando da traducdo destes grupos, acresce 0
facto de na lingua inglesa existir ambiguidade no género, masculino e feminino,
tornando-se a sua compreensdo ainda mais complicada se a isto adicionarmos a
tecnicidade da linguagem deste tipo de textos. No exemplo que se segue podemos
ver uma unidade de sentido constituida por 6 palavras graficas que se encontram
justapostas lentivirus-contained transcription factors expression cassete, que,
no entanto, podem existir isoladamente: Lentivirus contained; transcripton factors e
expression cassete. Neste caso temos de pegar nestas trés expressdes, que na
versao inglesa ndo estao unidas por qualquer advérbio ou preposicdo, mas no caso

do portugués é necessario inseri-las para que a mensagem tenha sentido.

a) “Since the primary cells are induced by a lentivirus-contained transcription
factors expression cassete under the control of the Dox-inducible operator,
‘secundary’ iPSCs formation are triggered when they are cultured in
doxycycline-containing media (Maherali et al., 2008; Wernig et al. 2008)”
Uma vez que as ceélulas primarias sdo induzidas por um lentivirus contido
numa cassete de expressao de fatores de transcri¢cédo, sob o controlo do
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operador induzivel Dox, a formacao de CEPi “secundarias” € desencadeado
guando elas sao cultivadas num meio contendo doxycycline (Maherali et al.,
2008; Wernig et al. 2008).

De referir também que existem diferencas na ordem das palavras entre a lingua
inglesa e a portuguesa. Se em portugués a frase € escrita de forma a respeitar a
ordem substantivo-adjetivo, em inglés existe uma inversao desta ordem, passando a

ser adjetivo-substantivo. Neste ponto podemos referir o seguinte exemplo:

a) “Today many fundamental systems in biology are changing to accept that
mature body cells could be reverted to na embryonic state without the
help of eggs or embryos.”

“‘Hoje em dia, muitos sistemas fundamentais em Biologia estdo a mudar,
para aceitar que as ceélulas maduras do corpo podem ser revertidas

para um estado embrionario sem a ajuda de 6vulos ou embrides.”

Sintaxe

Quando a mensagem € emitida, o emissor procura transmitir algo que seja
compreendido. Para isso, as palavras sdo relacionadas e combinadas entre si. A
sintaxe € um instrumento essencial para o manuseio satisfatorio das mdultiplas
possibilidades que existem para combinar palavras e oracdes. Na lingua inglesa,
neste caso concreto, neste texto cientifico, € recorrente o uso da voz passiva, mas
na lingua portuguesa a mesma € muitas vezes substituida por formas concorrentes,
formas impessoais. E necessario nestes casos ndo utilizar em demasia a voz
passiva quando se traduz para o portugués, optando-se preferencialmente pelo uso
de formas impessoais com “se” — faz-se, diz-se, etc. , de modo a tornar o discurso

mais facil e claro de entender. Em relacdo a voz passiva segue-se 0 seguinte

exemplo.

a- “It has been shown that reprogramming in heterokaryons was

influenced by DNA methylation status, tissue of origin and relative ratio of
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nuclei that dictates the balance of regulators (Blau and Baltimore 1991;
Zhang et al. 2007).”

“Mostrou-se que a reprogramacao em heterocérios foi influenciada pelo
estado de metilacdo do ADN, pelo tecido de origem e pelo racio relativo
dos nucleos, que ditam o balanco dos reguladores (Blau e Baltimore
1991; Zhang et al. 2007).”

Os conetores sdo bastante frequentes no texto cientifico e marcam a coesao
interfrasica. Isto acontece porque o mesmo ndo é um texto fechado, ha sempre algo
mais a dizer, sem nunca se esguecer que 0s conectores estabelecem as relacbes
semanticas entre as frases. Aqui iremos dar alguns exemplos de alguns conectores
existentes no texto de partida. Entre eles, como exemplo, encontramos o0s
seguintes, adicao (a), concluséo (b), confirmacéo (c), contraste (d) e de sequéncia

temporal (). Em baixo seguem alguns exemplos e a respetiva traducao.

a — “On the other hand, Nichols and Smith designated pluripotent cells
as na and primed according to their maturity state of pluripotency (Nichols
and Smith 2009).”

“Por outro lado, Nichols e Smith designaram as células pluripotentes
como na e primed, de acordo com o seu estado de pluripoténcia (Nichols
e Smith 2009).”

b — “In conclusion, as Meissner stated, the identification of purative
enhancers, miRNAs, and large intergenetic non-coding (linc) RNAs may
help us to gain further insights into the tanscriptional regulation and the
role of epigenetic modifications (Meissner 2010).”

“Em conclusdao, como afirmou Meissner, a identificacdo de
potenciadores putativos, miRNAs e ARN de large intergenic non-coding
(linc) pode ajudar-nos a adquirir conhecimentos mais profundos para a
regulacdo transcricional e o papel das modificagbes epigenéticas
(Meissner, 2010).”
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c — “In fact, the retroviral vector can infecto ver 90% of fibroblasts,
however only a small number of iPSC colonies emerged with the efficieny
of 0.001%.”

“De facto, o vetor retroviral pode infetar mais de 90% dos fibroblastos, no
entanto, somente um pequeno numero de colénias de CEPi emergiram

com uma eficiéncia de 0,001%.”

d — “Interestingly, hESCs share defining features with EpiSCs, yet are
derived from preimplantation human embryos (Nichols and Smith 2009)
(Table 1).”

“Curiosamente, as hESCs partilham caracteristicas definidoras com as
EpiSCs, no entanto derivam de embrides humanos pré-implantados
(Nichols e Smith 2009) (Tabela 1).”

e — “Soon after, with the improved end points for the for the
reprogramming process such as using Nanog or Oct4 as selector, instead
of Fbxol5, they generated colonies with reactivated pluripotency genes,
and these cells were also similar to ESCs and could contribute to adult
chimeras (Okita et al. 2007).”

“Logo depois, com o melhoramento dos pontos finais para o processo de
reprogramacao, tais como a utilizacdo do Nanog ou Oct4 como seletores,
em vez do Fbxol5, eles geraram col6nias com genes de pluripoténcia
reativados, e estas células eram também semelhantes as CEE e podiam
contribuir para quimeras adultas (Okita et al., 2007).”

Tempos verbais

O discurso desta obra recorre a varios tempos verbais, porque, como referido
acima, a mesma mostra-nos um pouco sobre a evolucdo desta area de estudos
desde que se clonou a ovelha Dolly, passando pelos dias de hoje, e aborda também
aquilo que esta investigacado nos podera vir a dar no futuro. No entanto, existe uma
maior predominancia dos verbos do passado, existindo também verbos no presente.

Em relac&o aos verbos no passado é de referir que, devido ao facto da autora citar
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varios estudos de outros autores, € comum encontrar expressdes como: have
recently showed, it has been demonstrated, have demonstrated, showed, reported,
were generated. De mencionar que, como habitual no texto cientifico, a grande
maioria dos verbos se encontram na forma impessoal ou na terceira pessoa do
plural — considerable research effort has been exerted to; there have been
considerable efforts to. Em baixo podemos encontrar alguns exemplos dos verbos
acima mencionados, como por exemplo: passado (a) e presente (b) . De referir que
em (c) se encontra uma das raras exce¢cbes em que foi encontrado um verbo no

futuro.

a- “Although changing a somatic cell was achieved using frog oocytes,
somatic cell nuclear transfer (NT) could not be succeeded in other species
until late 1990s. Then Wilmut et al. (1997) cloned sheep Dolly. The first
successful derivation of humans ESCs was reported a year after
(Thomson et al. 1998).”

‘Embora a alteracdo do destino da célula somatica tivesse sido
alcancada, usando os odcitos de rd, a transferéncia nuclear das células
somaticas ndo pode ser bem-sucedida em outros animais até finais dos
anos 90. Nessa altura, Wilmut et al. (1997) clonaram a ovelha Dolly. A
primeira derivagcdo bem sucedida das CEE humanas foi reportada um ano
depois (Thomson et al. 1998).”

b — “In general, induced pluripotent somatic cell reprogramming is an
inefficient process even when different strategies are used. There is a
latency of approximately 5-10 days before the first iPSCs appears. This
delay and the low efficiency are indicators of stochastic mechanisms
involved in inducing reprogramming (Hanna et al. 2009)”

“No geral, a reprogramacgao das células somaticas pluripotentes induzidas
€ um processo ineficiente mesmo quando se usam estratégias diferentes.
Existe uma laténcia de aproximadamente 5 a 10 dias antes da primeira
CEPI aparecer. Este atraso e a baixa eficiéncia séo indicadores de que
estdo envolvidos mecanismos estocasticos na inducao da reprogramacao
(Hann et al., 2009).”
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c — “The generation of na hESCs will allow creating new opportunities for
patient-specific researches. On the other hand, Guo et al. (2009) examined
interconversion between mESCs and EpiSCs.”

‘A geracao de hESCs na permitirda criar novas oportunidades de
investigacbes especificas para cada paciente. Por outro lado, Guo et al.

(2009) examinaram a interconversao entre as mESCs e as EpiSCs.”

Frases interrogativas
Convém também dedicar algum tempo a analisar os tipos de frases
existentes no texto de partida e como as abordar no texto de chegada. Estando nés
a lidar com um texto cientifico, de carater argumentativo, onde o objetivo é informar
as pessoas sobre o trabalho desenvolvido, é essencial escolher-se bem as frases a
usar no mesmo, de modo a que o leitor ndo perca o fio a meada ou mesmo o

interesse na sua leitura.
Para que isso seja possivel é necessario recorrer aos mais variados recursos
gramaticais. Nestes recursos temos de incluir as frases interrogativas, de forma a
manter o leitor interessado no tema. Ao longo do texto encontramos algumas vezes

este tipo de frases, como pode ser visto abaixo:

- “Would it be possible to engineer such a cell layer by layer? Would it be
possible to explain all the events of all levels of that construction by the
help of fundamental mathematics and physics?”

Seria possivel construir tais células camada a camada? Seria possivel
explicar todos os eventos de todos 0s niveis dessa construcao, através da

ajuda da matematica e da fisica fundamental?

Siglas e acrénimos

A existéncia de inumeras siglas e acrénimos é uma das caracteristicas do

texto cientifico, pelo que este ndo foge a regra. No caso especifico do texto
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traduzido, estas siglas/acronimos raramente aparecem explicadas, o que vem
provar que este texto se destina a um publico-alvo muito especifico, contrariamente
aos textos de divulgagéo cientifica, muitas vezes encontrados em revistas, com o
intuito de informar.

Neste caso concreto, a raridade com que as siglas/acrénimos sdao explicadas
levou a que muitas vezes fosse sO necessario efetuar pesquisas para ver se havia
equivaléncia no portugués europeu. Em certos casos nao havia equivaléncia, pelo
que se decidiu manter a sigla na lingua de partida, como exemplo podemos
encontrar oct e VPA. Temos também o0 caso das siglas/acronimos para 0s quais
existe traducao da expressdo mas cuja sigla € comum em ambas as linguas:

VPA — acido valproico (pt) e valproic acid (en);

AFP — a fetoproteina (pt) e a-fetoprotein (en).

Houve outras em que havia correspondentes em ambas as linguas, tanto para
a sigla como para a expresséao: Graft-versus-host disease (GVHD) e em portugués é

Doenca do enxerto contra hospedeiro (DEcH).

Houve também casos em que, apés efetuadas algumas pesquisas, foi possivel
encontrar um equivalente para alguns elementos constituintes da sigla, mas na sua
totalidade era impossivel a sua traducédo de forma credivel e por isso optou-se por
manter a sigla igual tanto na lingua de chegada como na de partida. Neste caso
podemos referir a mESCs (Mouse ESCs). Aqui podemos ver que a sigla ESC
(embrionic stem cell) tem traducdo para portugués como CEE (célula estaminal
embrionéria), no entanto, quando ha uma pequena mudanca na sigla e a esta se
adiciona o m de mouse foi decidido que nao se iria traduzir para “mCEE”, embora o

‘m” possa ser equivalente com “murino”.

Numerais

No caso dos numerais houve algumas decisfes a serem tomadas durante a
traducdo. Nesta situacdo engloba-se o uso do ponto ou da virgula cada vez que
aparece um numero separado pelas mesmas. Se em inglés 0s nimeros inteiros sao

separados dos numeros decimais por ponto, no caso da lingua portuguesa 0 mesmo
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ndo se aplica. E nestes casos necessario mudar para uma virgula. Aqui podemos
dar como exemplo as percentagens:
- “The efficiency of iPSCs generation using MMLV-derived retroviruses is
~0.1% in mouse embryonic fibroblasts and ~0.01% in human fibroblasts
(Gonzalez et al. 2011).”

“A eficiéncia da geragédo das CEPi usando retrovirus derivados da MMLV
€ de ~0,1%, em fibroblastos embrionéarios de ratinhos, e de ~0,01%, em
fibroblastos humanos (Gonzalez et al., 2011).”

Como se pode ver nos exemplos acima constata-se o que foi referido. O

ponto, no texto de partida, foi substituido pela virgula.
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6. Metodologia de traducéo

Neste capitulo, abordar-se-do diversas tematicas tais como o processo de
traducdo, os recursos utilizados na realizacdo da traducédo e, no ultimo ponto, a
revisdo do texto de chegada (pOs-traducédo).

Cada tradutor recorre a uma determinada metodologia de traducéao,
consoante o0 género e a funcdo predominante no texto, e € essa mesma
metodologia que em parte definira a qualidade do texto de chegada. Mas, acima de
tudo, € necessario ter-se conhecimentos na area do texto que se pretende traduzir.
No entanto, quando o tradutor ndo tem grandes conhecimentos na &rea torna-se
ainda mais importante toda a fase de pré-traducdo do texto. Esta fase de pré-
traducdo ir4 influenciar toda a fase da traducdo. Gouadec (2007) estabelece trés

fases no processo de traducdo: pré-traducdo, traducdo e pos-traducao.

6.1 Processo de traducao
Gouadec defende que o processo de traducdo estd dividido em trés
fases: pré-traducédo, traducdo e pos-traducdo. Aqui iremos abordar um pouco

destes processos, sem nunca esquecer o trabalho realizado.
6.1.1 Pré-Traducao

Pre-translation includes all the groundwork leading up to the translation itself; i.e.
understanding the source document, finding all the relevant information as well
as the terminology and phraseology and translation memories needed to carry
out the translation, and making the source material ready for translation.
(Gouadec, 2007: 20)
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Como referido acima, e ap0s varias pesquisas sobre obras referentes ao
tema abordado, o livro trabalhado neste projeto de mestrado foi adquirido em verséo
de papel no sitio web da amazon.com.

A primeira parte deste processo de traducéo foi ler o livro, o que foi feito
usando a versao papel, mas aquando do momento da tradugéo isso tornou-se um
inconveniente pois o tradutor tinha de desviar os olhos do ecréd e por conseguinte da
traducao para ler o texto de partida. Por este motivo optou-se pela digitalizacdo do
livro, seguido da sua formatacdo para pdf. Procedeu-se assim para todos o0s
capitulos menos para os dois primeiros, uma vez que esses Se encontram

disponiveis na internet para download, no sitio web da editora.

O segundo passo foi pesquisar os mais variados tipos de textos paralelos
sobre o tema genética. Como a quantidade de textos na lingua de partida era
imensa, foi necessario fazer-se uma selecdo dos mesmos. Para essa selecao
comecgou-se por, primeiro, escolher os mais recentes, segundo, desses mais
recentes s6 se leram aqueles que pertenciam aos autores mais consagrados no
tema. De dizer que devido a dificuldade de muitos desses textos, optou por se dar
primazia aqueles que estavam mais voltados para um publico menos conhecedor na
matéria, ou seja, textos com um publico-alvo maior. Em relacdo aos textos em
portugués, s6 se leram textos para um publico-alvo abrangente, pois ndo existem
textos mais complexos/desenvolvidos escritos em portugués europeu.

O terceiro passo foi a extracdo terminologica e insercdo desses termos
extraidos na base de dados. Ap6s a inser¢cdo dos termos na base de dados
comecou-se a completar todos os parametros estabelecidos para a base de dados:

termo, defini¢do, fonte, sigla e sinbnimo, isto para ambas as linguas.

6.1.2 Traducéo

“The transfer task is, of course, central to the translating process and it is what all
‘translators’ carry out. Transfer normally means transferring contents and
meaning into a different culture, a different code (linguistic or other), a different
communicative set-up, for an audience or users who are different, though

homologous, making all necessary adaptations to that effect and purpose.
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Transfer normally includes self-checks and controls by the translator himself.”
(Gouadec, 2007: 23)

O quarto passo foi a traducdo do texto de partida para portugués. Neste
ponto ndo houve propriamente metas ou objetivos quanto a quantidade que se
traduzia diariamente, deixando o tradutor levar-se, acima de tudo, pela sua propria
vontade de traducgdo. A traducdo, muito devido a sua dificuldade, levou cerca de
dois meses e meio a ficar acabada.

Apoés este Ultimo passo, passou-se a revisao do texto, a primeira revisao foi
um pouco superficial. Seguidamente houve necessidade de se reler o texto de
partida para ver se havia alguma frase que néo fora devidamente percebida, e
voltou-se ao texto de chegada para uma ou outra mudanca.

De dizer que durante a traducdo ndo foi usada nenhuma memdria de
traducdo (TRADOS, MemoQ, etc.) porque, como o ficheiro estava em formato de
papel, haveria necessidade de se inserir o texto de partida palavra a palavra nessa
memoria, 0 que obrigaria a um grande dispéndio de horas de trabalho téo
necessarias a traducéo em si.

A base de dados foi de extrema utilidade pois permitiu ndo s6 uma elevada
coeréncia na traducdo, mas também porque como ja estava terminada permitiu ao

tradutor despender o seu tempo exclusivamente na traducao em si.

6.2 Os recursos utilizados na traducéo

Uma parte fundamental da vida de um tradutor sdo os recursos de que ele
disp6e no momento de pegar num texto para traduzir. Estes sdo muito importantes
porgue séo eles que ajudam o tradutor a melhor perceber o texto, uma palavra, uma
expressao, uma imagem, ou seja, tudo aquilo com que o tradutor se possa deparar
aquando de passar a mensagem para a lingua de chegada. Estes recursos sao
muito variados: livros, artigos, imagens, legendas, videos, tudo pode ser usado
como apoio ao tradutor. No entanto, estes podem muitas vezes dificultar a tarefa do

tradutor, caso a fonte de onde s#o retirados ndo seja credivel. E importante, talvez
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mesmo 0 mais importante, utilizar somente fontes fiaveis, em especial de institutos
ou empresas que lidam diariamente com o tema. Nunca se deve ir por algo que se
encontrou ao acaso, embora muitas vezes sejam estes acasos que nos levem a
encontrar aquilo de que se necessita. Estes acasos devem ser sempre vistos como
um passo em direcdo a certeza, ao que se possa comprovar, € hunca como ponto
final da pesquisa.

S&o estas fontes que asseguram a qualidade da traduc&o. Ter uma boa fonte
€ quase sempre uma garantia de que o que foi feito ndo pode ser questionado por
outros, e caso 0 seja, certamente nunca o sera na sua totalidade. Errar uma palavra
é diferente de errar a compreensao da mensagem.

Nem sempre € necessario ter-se centenas de fontes, como no caso deste
projeto de mestrado, que aborda um tema que nasceu hd muito poucos anos. Na
sua maioria as pesquisas efetuadas remetem-nos para um espacgo temporal muito
concreto, do ano 2006 até aos dias de hoje, mais concretamente, desde Agosto de
2006. Este tipo de células ainda se encontra num estado embrionario e por isso
existem poucas fontes que tratem o assunto.

Para este projeto estdvamos muito restringidos ao uso da internet, visto na
biblioteca desta universidade ndo haver um unico livro referente a este tipo de
células.

E também importante o uso de dicionarios, sejam eles bilingues ou
monolingues — de referir desde ja que todos os dicionarios consultados séo
dicionéarios online, isto porque sdo mais atualizados que qualquer dicionario em
versdo papel. Entre eles também foi necessario recorrer a dicionarios especificos da
area. Os dicionarios bilingues sao bastante Uteis porque nos dao varias alternativas
para uma palavra e ajudam-nos a saber quais as palavras que se encontram
disponiveis para se utilizar e permitem-nos relembrar uma palavra esquecida. Ja os
dicionarios monolingues séo essenciais na vida de um tradutor, pois estes ajudam-
nos a decidir qual a melhor palavra a ser empregue no texto, isto porque nos
ajudam a perceber se a palavra utilizada é a mais correta tendo em conta contexto.
E necessario possuir um bom dicionario monolingue, de forma a poder encontrar 0s
varios sentidos de uma palavra e, assim, conseguir escolher o mais adequado para
a traducdo em questdo. Como exemplo de dicionarios podemos nomear o Priberam,
um dicionario da lingua portuguesa, que se encontra online e que em algumas
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situacOes nos da a traducao; Dicionario de Termos Médicos da Porto Editora, que
nos permite ter acesso a um vasto numero de termos médicos. Este foi muito Gtil na
traducdo do nome de algumas doencas que aparecem mencionadas no texto de
partida; e no caso dos dicionérios em inglés usou-se o Dictionary.com, um dicionario
monolingue na lingua inglesa, e o Webster's Online Dictionary, um dicionario
bastante completo pois permite-nos ver a palavra num certo contexto e também nos
disponibiliza uma area bilingue.

Também se recorreu a enciclopédias como a infopédia, que como descrito na
sua pagina de introduc&o é “[...] a maior ENCICLOPEDIA multimédia online e inclui
um amplo conjunto de matérias de cariz enciclopédico, linguistico e gréfico,
abrangendo todas as areas do conhecimento.”

(http://www.infopedia.pt/que intro.jsp#Que). Temos também de referir o Manual

Merck, uma Biblioteca Médica online, que foi de muita ajuda na comparacdo de
doencas quando a traducdo da mesma se revelava confusa. Esta confusdo era
frequente em doencas que tanto poderiam ser referidas pelo nome da pessoa que a
estudou, constituindo assim um eponimo, como pelo nome cientifico.

A terminologia € fundamental na vida de um tradutor. Sem ela os textos teriam
imensas incoeréncias que poderiam tornar o texto traduzido num texto sem sentido.
E fundamental que um termo, quer apareca duas ou dez vezes, seja sempre
traduzido da mesma maneira, de forma a evitar confusdes. Nas palavras de

Gouadec:

In fact, if the terminology is not available the translation will not be adequate.
Besides, terminology is a highly sensitive substance since it is the sign of
knowledge ability and technical competence and even the slightest error may

have quite impressive consequences. (Gouadec, 2007: 22)

Dentro das bases de dados, a que mais se utilizou foi o IATE. Esta é uma
base de dados criada pela Unido Europeia e, como tal, de grande credibilidade para
gualquer tradutor. Os termos contidos nesta base de dados vém com as respetivas
fontes e data nas quais essas fontes foram consultadas. Tem também um medidor
de fiabilidade, que vai de uma estrela a cinco estrelas. Nesta base de dados

podemos fazer pesquisa de uma lingua para varias linguas e podemos fazer uma
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pesquisa por um dominio especifico. No entanto, esta base, embora de grande
valor, nem sempre disponibiliza uma opcéo para 0 que se procura.

Os motores de busca utilizados foram s6 dois e ambos pertencentes a
mesma empresa, a Google, e neste caso foram o Google em portugués e em inglés,
tendo sido preterido o dominio .com. Ao fazer-se pesquisa diretamente no
www.google.co.uk foi possivel efetuar-se uma maior selecdo da qualidade do inglés
escrito, pois permite-nos pesquisas somente para paginas escritas no Reino Unido e
ao usar-se 0o www.google.pt podemos restringir todos os textos escritos em
portugués europeu, evitando assim todos os textos ndo escritos nessa mesma
variante do portugués.

Foi também usado o Google books, na sua maioria em inglés e em portugués
do Brasil. Estes foram Uteis para se encontrar textos de genética ndo disponiveis em
Portugal. De referir, no entanto, que nenhum desses livros se encontrava disponivel
para visualizacdo completa. No caso dos livros em inglés, estes serviram como
textos paralelos na lingua de partida e no caso dos livios em portugués do Brasil,
uma vez que ndo existem livros nesta matéria escritos em portugués europeu,
serviram para encontrar termos que com uma ou outra variagcado sdo semelhantes ao
portugués europeu. Contudo, os termos da variante do Brasil nunca foram
perspetivados como a escolha final para a tradugéo.

Uma outra fonte de informacéo foram todos os sitios da internet que foram
consultados aquando da construcdo da base de dados presente neste projeto. Para
a construcdo da mesma recorreu-se a muitos glossarios existentes. Esses
glossarios apresentaram alguma dificuldade uma vez que estavam incompletos ou
desatualizados. Neste caso houve necessidade de se cruzar dados entre os
mesmos e a escolha recaiu quase sempre sobre aquele cuja data de atualizacéo
era mais recente. Também se teve a necessidade de confirmar a fiabilidade desses
glossarios. Para tal procurou-se informacgdes dentro do proprio sitio de internet e
noutro tipo de instituicdes. Neste tipo de instituicdes encontram-se universidades
com departamento de investigacdo neste tipo de células e instituicbes privadas,
sendo que algumas dessas instituicbes trabalham em colaboragdo com
universidades.

Recorreu-se também a resumos existentes em artigos escritos por
investigadores portugueses, isto porque os artigos sdo sempre em inglés, lingua
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onde se encontra bastante material, contendo somente o0 resumo escrito em
portugués. Estes foram de bastante utilidade na procura da traducao de termos mais
complexos. Entre estes sitios, onde se encontrou artigos, podemos referir o Instituto
Nacional de Saude Ricardo Jorge e o National Center for Biotechnology Information
(NCBI), este ultimo € um centro muito conhecido e para onde muitos investigadores
estrangeiros enviam trabalhos.

Os jornais generalistas, como O Publico, também foram de grande utilidade,
nao devido a informacdo veiculada, isto porque na peca consultada o que
interessava nao era a investigacdo mas sim o facto de haver investigadores
portugueses a desenvolver trabalhos na area da genética, no entanto, como em
gualquer peca jornalistica, hd sempre uma outra referéncia ao trabalho desenvolvido

€ na mesma aparece um ou dois termos importantes para o trabalho do tradutor.

6.3 A revisao do documento

Como nao existem traducdes perfeitas logo ao inicio é muito importante
fazer a reviséo do texto.

A reviséo foi efetuada no fim da traducéo e visou acima de tudo detetar
erros ortograficos, coeréncia, em especial nos termos constantes da base
dados, frases mal traduzidas devido a qualquer ma compreenséo do texto e
estilo.

A traducéo consistiu da leitura do texto de chegada, recorrendo algumas
vezes ao texto de partida.

Em certas situacdes recorreu-se a ajuda de um estudante do curso de
Biotecnologia, que apoiou acima de tudo na indicacéo de bibliografia que pudesse

ser consultada.
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7. Problemas de traducao

Neste capitulo iremos abordar os problemas que encontramos durante a
traducdo desta obra. Desde ja temos de referir que todos estes problemas foram
resolvidos recorrendo aos mais variados tipos de recursos dos quais dispusemos.
Entre estes temos de incluir os dicionarios, bilingues e monolingues, a literatura
existente sobre a matéria e varios sitios de internet, assim como documentos,
especializados ou ndo na matéria. Em relacdo aos especializados podemos dar
como por exemplo, sitios de internet de universidades que estudam este tema,
paginas de institutos que trabalham exclusivamente com a area da genética, jornais
e documentos especializados; em relacdo aos nédo especializados podemos nomear
artigos de jornais generalistas e documentos que, ndo sendo da especialidade,
também desenvolvem trabalhos que podem ser vistos como paralelos, como por
exemplo sitios da internet sobre doencas cuja cura podera provir dos trabalhos com
este tipo de células. Estes documentos e sitios de internet nem sempre foram de
grande ajuda a pesquisa de equivalentes em lingua portuguesa, no entanto,
serviram como ponto de partida para outras pesquisas. Também de referir que s6
foram pesquisados documentos escritos em inglés e portugués europeu.

Antes da traducgédo, e como referido acima, foi necessario elaborar a base de
dados. Foi na elaboracdo desta base que ocorreram o maior nimero de problemas.
Isto aconteceu porque a grande maioria dos termos constante nesta base era
relativamente novo e, para tal, a procura de uma traducéo para o0 mesmo revelou-se
bastante dificil, sendo que em alguns casos néo foi possivel fazer uma traducéo do
mesmo, optando-se por manter o termo na lingua de partida.

Estes séo alguns exemplos de dificuldades encontradas durante a traducao:

AND e ARN
“‘Although the protocol is technically very complex, since the technology is RNA
based, it completely eliminates the risk of genomic integration and insertional

mutagenesis inherent to all DNA-based methodologies.”
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N&o se pode afirmar que estes termos tenham revelado uma dificuldade
muito grande, mas aquando da traducdo houve necessidade de chegar a uma
solucdo. Traduzir ou ndo traduzir. Este € um dos casos em que a escolha depende
do tradutor pois ambos os termos sdo aceites na lingua portuguesa. Para DNA a
traducdo € ADN e para RNA é ARN. Neste caso optou-se por se traduzir ambas as
siglas pois chegou-se a conclusdo que as mesmas nao apresentam problemas de
maior, visto serem ambas conhecidas e facilmente identificaveis pelo leitor. De dizer
também que apOls varias pesquisas se chegou a conclusdo que ambos 0s termos

sdo usados de igual modo em portugués e inglés.

MiRNA e RNAmM
“miARNs are 22 nt non-coding small RNAs that regulate expression of down-
stream targets by messenger RNA (mRNA) destabilizitation and translational

inhibition (Subramanyam and Blelloch 2011).”

Se anteriormente foi facil optar pela traducéo para o portugués, neste caso, o
termo RNA vem antecedido do mi de micro e depois vem precedido do m de
messenger. Em casos semelhantes encontra-se a tradugdo para o termo, no
entanto, nem sempre existe uma tradugéo da sigla para o portugués, mas apés uma
pesquisa encontrou-se no sitio de internet da netfarma (portal dos profissionais do
sector farmacéutico) um texto onde vinham traduzidos ambos os termos:

“‘Aquele dispositivo tecnolégico permite identificar e regular alvos especificos de
micro-ARN (miARN) e ARN mensageiro (ARNm), com o objectivo de afectar a

expressdo genética mediada por ARNSs, noticia o “Pharmaceutical Online”.

(http://industria.netfarma.pt/index.php?option=com content&task=view&id=984&Item

id=2). Neste caso, e como o Portal da netfarma é bastante credivel, optou-se pelo

uso das expressdes em portugués.

Plural das siglas e acrénimos
Este € um verdadeiro problema, pois sdo raros 0s casos em que as siglas
aparecem no plural. Este problema foi resolvido apés uma consulta na internet, em
especial nos sitios da lingua portuguesa, como FLiP, da Porto Editora, onde vem
explicado desta forma o uso das marcas de flexao:
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“No caso das siglas, acronimos e abreviaturas, € muito usual o uso das marcas de
flexdo em alguns casos, nomeadamente com adjuncao de -s no final (ex.: PMES).
Tal uso, ndo sendo proscrito pelas regras de ortografia portuguesa (o acordo
ortografico em vigor € omisso nesse aspeto), carece de motivo légico, como acima
foi defendido e obrigaria, por exemplo, no caso de se considerar que se trata de
uma aplicagdo das regras gerais de flexdo, a adaptacbes ortograficas no caso de
siglas ou acrénimos terminados em consoantes (ex.. PALOPes).”

(http://www.flip.pt/Duvidas-Linguisticas/Duvida-Linquistica.aspx?DID=1570).

Isto pode ser confirmado no excerto referido em cima, no topico “miRNA e
RNAmM”, que se replica aqui:
“‘Aquele dispositivo tecnolégico permite identificar e regular alvos especificos de
micro-ARN (miARN) e ARN mensageiro (ARNm), com o objectivo de afectar a
expressdo genética mediada por ARNSs, noticia o “Pharmaceutical Online”.”
(http://industria.netfarma.pt/index.php?option=com_content&task=view&id=984&Item
id=2).

Neste caso, e sempre que necessario, recorreu-se ao uso do plural nas siglas

e acréonimos existente no texto.

Siglas e Acrénimos: traducdo ou nao traducao

Neste tipo de obras é muito natural a existéncia de siglas e acrénimos ao
longo do texto. Se na lingua de partida, que € ao mesmo tempo a lingua utilizada na
linguagem cientifica, existe todo o tipo de siglas e acronimos, na lingua portuguesa
0 mesmo nem sempre sucede. Isto acontece porque quem trabalha neste campo
esta bastante acostumado a trabalhar com o inglés, optando-se pela traducdo dos
termos mas ndo das siglas e acronimos. Nesta situacdo houve, no entanto,
necessidade de se procurar todas e quaisquer siglas/acrénimos adaptados ou
traduzidos para o portugués. Houve bastantes que nédo tinham traducdo, sendo que
s6 havia equivalente para os termos mais utilizados na lingua portuguesa. Nestes
podemos encontrar as siglas/acronimos de doengas como a ELA, esclerose lateral
amiotrofica, e a DMD/BMD, Distrofia Muscular de Duchenne/Becker. Como exemplo
de casos onde néo existe traducao da sigla/acrénimo podemos encontrar as EpiSC,

Epiblast Stem Cells, e mMESCs, mouse embrionic stem cells.
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In addition e reported

Nesta obra existem certas expressées que ocorrem naturalmente no inglés e
gue, embora também existam no portugués, a verdade € que a traducdo literal das
mesmas revela um portugués pouco cuidado e muito repetitivo. Para se evitar iSso
houve necessidade de algumas adaptacdes, embora sempre com o cuidado de
nunca se alterar o significado ou compreenséao do texto, pois uma traducao deve
recorrer aos mais variados recursos linguisticos sem nunca comprometer a
mensagem a ser passada. Entre estas expressdes podemos encontrar, como
exemplo, In addition e reported. Se a traducao literal do primeiro € em adi¢éo e a do
segundo reportaram, na realidade, em portugués, estas sdo expressdes que podem
ser preferencialmente traduzidas como para além disso, adicionalmente, referiram,
mencionaram. Ao optar-se por estas traducfes conseguimos um texto mais fluido e

cuidado, evitando as repeticoes.

Outro dos problemas encontrados foi a traducdo do subtitulo do ponto 4.1.3
da obra. No original encontramos o0 seguinte subtitulo Late events toward
pluripotency. Neste caso a primeira tradugéo a ser considerada foi Eventos tardios
para a pluripoténcia mas o mesmo gerou alguma confusdo na compreensao pois a
mensagem que se quer passar € em direcdo a, no sentido da e como tal optou-se

por traduzir por Eventos tardios em direcéo a pluripoténcia.

Close cell-cell contacts

Esta expressdo apresentou um problema e uma davida. A duvida residia no
hifen existente em cell-cell, sendo que a primeira vista se interpretou isto como
célula a célula, mas apds uma pesquisa revelou-se que a interpretacdo nao poderia
ser esta. As pesquisas revelaram que a expressao célula-célula com manutencdo
do hifen existe em textos portugueses. Eis um dos exemplos referidos:
“In vitro: proliferacdo de células e ndo in vivo; reducdo de interaccdes célula-célula e
célula-matriz; “
(Veja-se o pdf BIOTECNOLOGIA DE CELULAS ANIMAIS, do Prof. Doutor. José
Antonio Belo, 2006. Disponivel em

http://w3.ualqg.pt/~jbelo/documentos/BCA/Teoricas%20BCA2006-07.pdf)
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Tendo-se resolvido esta duvida surgiu o problema que adveio do uso
incorreto das palavras a utilizar e desconhecimento da area abordada aquando da
traducgdo. Inicialmente foi traduzido como contactos célula-célula proximos, mas aqui
havia algo que nado parecia bem, pelo que se releu a frase do texto de partida e
saltou a vista a expresséo “(...)are epitelial in nature,(...)". Apoés isto foi-se pesquisar
a expressao “epitélio” e chegou-se a concluséo de que, segundo a Infopédia:

“O tecido epitelial é constituido por células justapostas, sem espacos entre si, que
se dispdem em folhetos que revestem superficies ou que se agregam em massas

celulares, formando glandulas.” (http://www.infopedia.pt/$tecido-epitelial), o que fez

com gue se alterasse para contactos célula-célula, uma vez que o facto de serem
epiteliais ja revela proximidade, resolvendo-se prescindir do proximos. Terminado
isto, voltou-se a olhar para as pesquisas na internet e em nenhum caso apareceu
contactos célula-célula, mas sim interacdes célula-célula. No final a frase que se

utilizou foi interacdes célula-célula.

Disturbios ou Desordens

Este € um problema com o qual muitos tradutores se debatem, traduzir
disorder. Tanto um termo como o outro sdo usados na linguagem da medicina mas
pelas pesquisas efetuadas foi possivel reparar num padrdo. O termo disorder
aparece em duas situacdes distintas, na primeira remete-nos para a neurologia e na
segunda remete-nos para 0 sangue. Se no caso das doencas neurolégicas o termo
mais utilizado é disturbios, com 13.900 entradas no Google Portugal, no caso das
doencas relacionadas com o0 sangue apareceu-nos somente sete entradas no
Google Portugal, mas neste caso duas dessas entradas eram panfletos informativos
do Infarmed. Em relacdo as buscas no Google pode haver alguns problemas de
credibilidade, mas qualquer documento do Infarmed, Instituto Nacional do
Medicamento e Produtos de Saude I.P, é por si s sinal de credibilidade.

No primeiro caso temos como exemplo um artigo, de uma publicacdo online
denominada Ciéncia Hoje, cujo titulo é “Disturbios neuroldogicos afetam 164 milhdes

de europeus” (http://www.cienciahoje.pt/index.php?0id=50785&op=all#). Para o

segundo caso, desordem, temos um excerto de uma bula de um medicamento,

neste caso o Ozonol, onde na parte dos efeito secundarios vem descrito: “Sangue e
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Sistema  Linfético: desordens hematopoiéticas (anemia, leucopénia,
trombocitopénia, pancitopénia, agranulocitose) (muito raro).” (Infarmed,

http://www.infarmed.pt/infomed/download ficheiro.php?med id=6573&tipo doc=fi).

Por isso, a palavra disorder foi traduzida como “desordem” nos casos em que o
texto referia ao termo “hematopoiético” e como “disturbio” nos casos em que o texto

se referia a doencas.

A traducao € por vezes vista como a mera transposi¢cdo de uma lingua para
outra, mas na realidade € muito mais do que isso. Nao é s ler um texto e escrevé-
lo outra vez numa lingua diferente. E necessario ter-se competéncias para o fazer. E
necessario ter-se algum conhecimento na area em que se traduz, é necessario
terem-se conhecimentos da lingua e da cultura a qual a traducdo se destina e,
também muito importante, € ter-se um grande conhecimento do publico-alvo e da

maneira como esse publico se expressa e compreende um determinado texto.

N&ao se traduz afinal de uma lingua para outra, e sim de uma cultura para outra;
a traducdo requer assim, do tradutor qualificado, um repositério de
conhecimentos gerais, de cultura geral, que cada profissional ira aos poucos
ampliando e aperfeicoando de acordo com os interesses do setor a que se
destine o seu trabalho. (CAMPOS, 1986: 27s).

Ao tradutor é sempre exigido um bom trabalho independentemente do texto
gue traduz, mas o tradutor, como qualquer outra pessoa, hdao detém o conhecimento
todo. Para compensar estas falhas no conhecimento é necessario recorrer as mais
variadas pesquisas e, sem nunca esquecer que para todo o conhecimento existe
uma fonte e a mesma tem de ser credivel.

Tendo isto em mente, o tradutor decidiu elaborar uma base de dados onde
constassem todos os termos mais complexos que apareceram durante o trabalho,
alguns do conhecimento do tradutor, no entanto, a grande maioria eram
desconhecidos. O desenvolvimento da base de dados revelou-se bastante
trabalhoso, contudo, o atraso que se sofreu na realizacdo da mesma levou depois a
gue a traducéo fosse mais rapida e eficiente, e também se pdde colocar em pratica

todos os conhecimentos adquiridos no que concerne a pesquisa em linha. Espera-
50


http://www.infarmed.pt/infomed/download_ficheiro.php?med_id=6573&tipo_doc=fi

Bruno Veiga | 43399 Universidade de Aveiro

se também que esta base sirva mais tarde a algum tradutor que precise e, quem
sabe, venha a ser ampliada.

As CAT (Computer Aided Translation Tools) sdo ferramentas muito Uteis no
trabalho de qualquer tradutor mas nem todos os tradutores recorrem a elas, ora
devido ao método de trabalho, ao habito ou mesmo por escolha prépria. Para este
trabalho optou-se pela tradugédo sem o recurso a uma ferramenta CAT. Com esta
escolha foi possivel poupar-se tempo precioso na preparacdo do texto de partida,
uma vez que o mesmo estava em formato papel e teria de ser inteiramente
digitalizado.

Este talvez tenha sido o maior erro cometido, numa era digital onde muitos
livros ja se encontram disponiveis em formato digital, o tradutor, muito por culpa dos
habitos, optou pela compra do mesmo em papel. No futuro, em nome de uma maior
celeridade na entrega de futuros trabalhos e facilidade na gestao do trabalho, optar-
se-a por aquisicdo dos documentos em formato digital.

Como em qualquer trabalho este, apdés uma correcédo pela orientadora, nao
estava isento de erros. Estes foram analisado e corrigidos. O processo de correcao
foi muito atil visto que se tomou atencdo ao detalhe e assim pdde-se melhorar a
gualidade da traducdo.

Este projeto também foi muito importante, pois o tradutor pela primeira vez
teve uma verdadeira percecdo daquilo que o espera no mundo do trabalho, os
prazos que se tém de cumprir, 0S nervos que se tém durante 0 mesmo, 0S
problemas que se encontram e como os resolver e, acima de tudo, este trabalho foi
muito Uutil no sentido de o tradutor ter definitivamente encontrado algo que adora

traduzir, o texto cientifico.

51



52



Bruno Veiga | 43399 Universidade de Aveiro

8. Base de dados terminoldgica

Neste capitulo iremos em primeiro lugar comecar por falar da terminologia, do
porqué de se ter elaborado uma base de dados terminolégica e de qual a sua
utilidade para este trabalho. Em seguida iremos descrever o processo de construcao
dessa mesma base de dados terminologica e os problemas e questdes levantadas
aguando da sua construcao.

De referir que, devido a sua extensdo, a base de dados terminologica sera
entregue em versdo CD e encontrar-se-4 anexada ao relatorio. Desta forma, com
um simples gesto, € possivel pesquisar o termo gracas a opc¢do de procura do
programa Excel, aceder aos sitios presentes com um so clique e, ainda, visualizar
na totalidade, ou de forma mais pormenorizada, 0os termos presentes na base de

dados terminologica.
8.1 Terminologia

O qué é a terminologia? Cabré ressalta trés diferentes concecdes sobre os
termos. Para a linguistica, os termos sdo o conjunto de signos linguisticos que
constituem um subconjunto dentro do componente |éxico da graméatica de
determinada pessoa. Os termos, para a linguistica, sdo uma forma de saber. Para a
filosofia, a terminologia € um conjunto de unidades cognitivas que representam o
conhecimento especializado. E, portanto, uma forma de conhecer. E, por fim, para
as diferentes disciplinas técnico-cientificas, a terminologia é o conjunto das
unidades de expressdo e comunicacdo que permitem transferir o pensamento
especializado. Portanto, é uma forma de transferir, de comunicar .

No caso deste trabalho achou-se por bem inserir as definicbes dos termos.
Estas foram inseridas para que o publico-alvo menos familiarizado com alguns
termos, em especial 0s mais recentes, soubesse do que se tratava sem ter de
perder muito tempo em pesquisas que poderiam desviar a sua atencdo do que

realmente é importante, a leitura da obra.
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Devido ao carater deste projeto, a traducdo de um livro cientifico, a base de
dados terminoldgica foi essencial dado o elevado namero de termos genéticos
existentes no texto. Poupou-se assim bastante tempo ao ter-se entendido o contexto
em que eram utilizados e encontrado a tradugcdo desses termos logo no inicio do
trabalho. O que permitiu que a traducédo desses termos fosse coerente do principio
ao fim, como um trabalho deste género obriga.

Para este trabalho optou-se por uma base de dados terminoldgica bilingue na
lingua de partida e de chegada. Dela consta o termo, a definicdo do mesmo e a
fonte da respetiva definicdo, a sigla e um sinGnimo (quando 0s mesmos existem).
Isto tudo nas respetivas linguas com que se trabalhou. No diagrama em baixo pode-

se ver como esta organizado o glossério.

Glossario

Termo Sigla Definicdo Fonte Sinénimo

8.2 Elaboracéo da base de dados terminoldgica

Comecou-se por preencher a parte da lingua de partida e depois a da lingua
de chegada. Ao trabalhar-se neste sentido foi possivel chegar mais rapidamente ao
termo de chegada, uma vez que ja se encontrava disponivel uma definicdo do
termo.

A parte mais complicada foi encontrar as siglas ou acrénimos para o termo
em portugués. Isto acontece porque, muitas vezes, nos textos cientificos escritos
em portugués, se opta por traduzir o termo e em muitos casos nao se proceder da
mesma maneira em relacéo a sigla ou acréonimo. Um motivo para que isso aconteca
€ porgue Sao poucos 0s textos cientificos escritos em portugués e, como tal, os
autores estdo mais familiarizados com a sigla em inglés, fazendo quase sempre a
traducdo do termo somente para que as pessoas pouco familiarizadas com o

mesmo saibam o que é, e como a sigla ou acronimo sdo somente uma forma
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abreviada do todo, opta-se por ndo se traduzir visto que a respetiva explicacado do
termo ja se encontra disponivel.

Optou-se também por nao incluir todos os termos técnicos existentes na obra
nesta base de dados terminoldgica porque muitos deles sdo nomes de compostos
usados nas experiéncias e cuja nomenclatura é aceite internacionalmente, e por
iISSO ndo existe uma traducdo para os mesmos. Neste caso os mesmos foram
deixados de fora. A base de dados terminoldgica foi elaborada num ficheiro Excel.
Foi usado este formato de ficheiro devido a facilidade com que se pode organizar e

consultar os termos la inseridos.
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9. Reflexao critica

O qué é a traducdo? O que é um tradutor? Estas sdo questdes importantes
para quem quer ingressar nesta profissdo. Traduzir € transpor um texto, o de partida
para o de chegada, mas aqui entram varios fatores. E necessario o tradutor ter bons
conhecimentos gerais, compreender o texto, a cultura, a tipologia do texto e acima
de tudo, ter conhecimentos da lingua, em especial a lingua para que se traduz, e é
também necesséario ter um bom conhecimento do publico alvo do texto. Neste

contexto, Geir Campos define assim a traducéo, no seu livro O que é Traducao:

Nao se traduz afinal de uma lingua para outra, e sim de uma cultura para outra;
a traducdo requer assim, do tradutor qualificado, um repositério de
conhecimentos gerais, de cultura geral, que cada profissional ira aos poucos
ampliando e aperfeicoando de acordo com os interesses do setor a que se
destine o seu trabalho. (CAMPOS, 1986: 27s.).

Para se traduzir € necessario ter muitas competéncias, ndo basta pegar num
texto e traduzi-lo para outra lingua. Existe por parte do tradutor um enorme trabalho
de pesquisa e de analise que ndo pode ser desprezado. Este projeto envolveu
inUmeras pesquisas e um trabalho de andlise cuidado, o que contribui para que este
trabalho se revelasse extremamente enriquecedor para o tradutor.

A realizacdo de uma base de dados terminolégica foi um dos pontos
importantes deste projeto, pois adquiriu-se experiéncia na pesquisa em linha, foram
descobertos novos sitios de pesquisa, que se creem vir a ser muito Uteis no futuro.
A pesquisa elaborada acarretou algumas dificuldades e por isso demorou bastante
tempo, pois era fundamental que todos os resultados obtidos nessa pesquisa
fossem de fontes fidedignas. De dizer também que esta Base de Dados foi bastante
atil para a realizagcdo da traducdo, e cré-se que a mesma podera vir ser Gtil no
futuro, em caso de uma traducédo de teor semelhante a traducdo desenvolvida para
este projeto e para colegas tradutores que queiram desenvolver os seus trabalhos

na area das ciéncias genéticas.
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A experiéncia que sai deste trabalho é muito positiva, pois foi a primeira vez
gue o tradutor traduziu um texto tdo extenso. Esta traducdo serviu para que o
tradutor tivesse uma maior familiarizagcdo com a vertente mais pratica da traducdo
Aqui existia, logo & partida, uma data para a entrega deste projeto, levando o
tradutor a ter de ajustar muito bem todo o seu trabalho ao tempo disponivel. Exigiu
também que o trabalho final revelasse grande qualidade, pois 0 mesmo seria
avaliado no final do projeto, a semelhanca daquilo que acontecerd no futuro
enquanto tradutor, porque a tradugéo é sempre alvo de uma avaliacao.

De referir que a traducdo, ao contrario de outras areas onde existe uma
especializacdo em algo, é uma tarefa que obriga o tradutor a ter conhecimentos
alargados, sendo, muitas vezes, pedido ao tradutor que traduza textos com os quais
esta pouco familiarizado. Neste ponto, e uma vez que o tradutor ndo € especializado
na area, este projeto serviu para gue o mesmo se informasse mais sobre uma area
muito especifica da ciéncia. Com este trabalho o tradutor obteve ndo s6é mais
conhecimentos sobre a genética, como também encontrou algo com o qual gostaria
de trabalhar no futuro, e ndo so foi possivel aprofundar este tema, como foi possivel
adquirir-se alguns conhecimentos sobre o texto cientifico.

Tendo isto em conta, este trabalho revelou-se um desafio muito interessante
pois possibilitou o desenvolvimento das capacidades do tradutor e a aquisicdo de

conhecimentos linguisticos e culturais que o prepararam para um futuro nesta area.
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Conclusao

Para este trabalho foram despendidos largos meses de trabalho, sendo os
mesmos despendidos entre a Universidade de Aveiro e local de habitacdo do
tradutor. Foi na Biblioteca da Universidade de Aveiro que foram desenvolvidas a
grande maioria das pesquisas que foram necessérias para a realizacdo deste
trabalho. Neste tipo de pesquisas temos obrigatoriamente de mencionar a
elaboracdo da base de dados, que pelos motivos referidos acima, foi a parte mais
dificil deste trabalho.

Este trabalho também foi muito bom para o tradutor, pois o contexto do texto
nao sO se insere no ambito deste mestrado, como também & uma area, embora nédo
completamente nova ao tradutor, pela qual 0 mesmo se interessa e que no espaco
de um ano, desde o trabalho feito para a cadeira de projeto, do primeiro ano de
mestrado, esta area sofreu um desenvolvimento enorme. Portanto, todo o trabalho
desenvolvido na unidade curricular acima mencionada foi de uma grande utilidade,
mas ao mesmo tempo de pouca, pois parecia que de um ano para o0 outro o tema
tinha dado uma ‘volta’ de 180°.

Todos os dias era uma nova batalha, ndo s6 devido aos prazos de entrega
deste trabalho, mas também a necessidade que havia por parte do tradutor em
completar o mesmo a tempo e com qualidade. Todos os dias havia um novo objetivo
a ser cumprido e, muitas vezes, uma nova dificuldade a ser ultrapassada. E crenca
do tradutor que todas as dificuldades foram ultrapassadas embora a dificuldade
sentida no inicio visto 0 mesmo nédo ser formado na area em questéao.

Nesta conclusdo ndo nos podemos esquecer daqueles que realmente
interessam neste trabalho, o publico-alvo. Com este trabalho o tradutor conta
contribuir para uma maior e melhor compreenséo do tema por parte do publico e
guem sabe no futuro vir a servir de ajuda mesmo aqueles a quem, a priori 0 texto
nao diz muito. Nesta parte temos de incluir a base de dados que podera ser muito

atil a esse publico ndo especializado, em especial a tradutores que no futuro se
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interessem pelo trabalho nesta area. Cré-se que estad bastante completa pois na
mesma foram incluidos muitos termos até entédo pouco divulgados.

Para finalizar, todos os conhecimentos adquiridos com este trabalho foram
muito enriquecedores, permitiu ao tradutor trabalhar numa area de interesse e, de
certo modo, especializar-se na mesma, como também foi muito bom como mostra

daquilo que podera ser o futuro do tradutor.
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Prefacio

“O mundo esta a mudar” € uma preocupacao classica para pessoas acima dos quarenta. No
entanto, a era em que vivemos é um pouco diferente das geracfes anteriores. Estamos mais
provavelmente entre o classico e contemporaneo ou entre ficcbes e factos. A mudanca é
incrivelmente répida e a historia da biologia ainda esta longe de ser completada. Foi somente
h& umas semanas atras, 22 de setembro de 2011, que os fisicos de particulas, do detetor de
particulas ou “Oscillation Project with Emulsion-tRacking Apparatus (OPERA)”, detetaram
neutrinos a viajar mais rapido do que a velocidade da luz. Embora seja muito cedo para
afirmar que a teoria da relatividade especial de Einstein esta errada, os resultados foram
descritos como, no minimo, revolucionarios. O mesmo aconteceu em 2006 com a biologia
celular. Shinya Yamanaka e a sua equipa descobriram que com as com as condicoes
existentes as células somaticas completamente diferenciadas podem exercer o seu potencial
estado de célula embrionéria estaminal. O método para tornar uma célula soméatica numa
célula pluripotente foi relativamente facil, pelo menos mais facil do que alguém poderia
imaginar até a publicacdo do trabalho de Yamanaka. A essas células deram o nome de:
células estaminais pluripotentes induzidas (CEPI).

A ciéncia é conhecida por ter estes impulsos repentinos. No entanto, ha sempre
alguma resisténcia a mudancas inesperadas. Geralmente demora mais tempo do que o
necessario para interpretar as descobertas quando existem resultados que sdo aplicaveis a
muitas situacGes. Alguns investigadores querem aplicar diretamente e 0 mais rapido possivel
os resultados ao mundo real, enquanto que outros, fascinados pelo alcancar de mais um nivel
de mistério interminavel, tendem a desconfiar de que na realidade ha algo mais. Contudo, 0s
mais dotados embarcam em explorag6es das realidades desconhecidas.

A descoberta das CEPi trouxe um pouco de tudo. Neste momento muitos
investigadores estdo a refinar a técnica para que essas células sirvam para restaurar a sadude
humana. Alguns estdo a tentar atingir o fundo da gruta da biologia celular, mesmo estando
conscientes de que as baterias das suas lanternas estdo no limite. No entanto, muito poucos
abriram uma era completamente renovada através da biologia matematica.

Este livro tenta explicar os fundamentos por detras das CEPi e as suas aplicacdes mas,
mais importante ainda, tenta mostrar o porqué de termos de usar a matematica para ir mais
além com as CEPi ou outras células ainda por descobrir. As teorias de Stuart Kauffman e Sui
Huang apontam os caminhos para resolver muitos problemas na biologia celular e muitas
pessoas estdo a meditar sobre elas para satisfazer a sua sede intelectual. O Dr. Huang esta a
mostrar corajosamente o qudo impossivel é penetrar, pelo senso comum, na torrente de dados
provenientes do trabalho de ‘omics’ da biologia. Felizmente, ele estd a usar conceitos gerais
ou principios fisicos e matematicos para estabelecer uma sélida base teorica.

Os investigadores da minha equipa comecaram a partir da regeneracdo do dente e
inevitavelmente terminaram na biologia da célula estaminal. Pessoalmente, tinha comecado
por me envolver nos aspetos microbiais das doencas dentérias e agora estou a ser cativada



pela complexidade do sistema bioldgico, porque €é dificil ndo se ser exposta aos padrbes
emergentes de todos os sistemas que tém uma ligacdo em comum: a matematica. Obviamente
as CEPi estéo a fornecer grandes ferramentas para o estudo de todos os aspetos da biologia,
fundamentos através da aplicacdo. Em conclusdo, as CEPi abriram as mentes dos
investigadores ao mostrarem que devemos compelir os limites da nossa imaginagdo para
vermos mais.

Estou agradecida ao Sui Huang pela sua generosa e humilde orientacdo, ao Kursat
Turksen por me ter encontrado material suficiente para escrever este livro, a equipa de edi¢édo
da Springers, em especial a Renata Hutter e & Aleta Kalkstein pela sua preciosa ajuda.
Agradeco também ao Kamil Can Akgali, que me encorajou a seguir 0s meus instintos. E, por
fim, mas ndo menos importante, agrade¢o ao Muammer Saglam pelo seu amor incondicional
que me levou a sentir a luz.
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Capitulo 1
Introducéo

Curiosamente, embora os destinos das células durante o desenvolvimento ndo sejam
restritivos ou irreversiveis, a atitude profundamente enraizada na biologia celular tem sido a
de que as células terminalmente diferenciadas perderam o potencial de produzir outras células
(Huang, 2009). O primeiro estudo mostrou que os nucleos das células da blastula da rd
podiam produzir embrides completos quando transplantadas para embrides fechados (Briggs
e King, 1952). Passados alguns anos, Gurdon et al. (1958) reprogramou células do intestino
totalmente diferenciadas, a partir do Xenopus dos o6citos de rds. Foram precisos 20 anos de
incubacéo para que Evans e Kaufman publicassem, em 1981, o isolamento bem sucedido de
células estaminais embrionérias (CEE) (Evans e Kaufman, 1981). Embora a alteracdo do
destino da célula somaética tivesse sido alcangada usando o6citos de ra, a transferéncia nuclear
(TN) da célula somética ndo foi bem sucedida em outros animais até finais de 1990. Por essa
altura, Wilmut et al. (1997) clonaram a ovelha Dolly. Um ano depois foi reportada a primeira
derivacdo bem sucedida das CEE humanas (Thomson et al. 1998). Contudo, as complicacdes
éticas e a escassez de 6vulos humanos para fins cientificos, a extrema baixa eficiéncia, 0s
grandes niveis de dificuldades técnicas e a ploidia aberrante levaram a que as investigacfes
com as CEE gerassem mais controvérsia do que a esperada (Walia et al. 2011).

Estudos anteriores mostraram que o estado “terminalmente diferenciado” das células
humanas ndo estava fixado, podia ser alterado, e que a expressdo dos genes previamente
silenciados, tipico de outros estados diferenciados, podia ser induzida (Blau e Baltimore
1991; Bhutani et al. 2010; Yamanaka e Blau 2010). Como consequéncia, as linhagens de
células estaminais pluripotentes podem ser geradas diretamente, a partir de células somaticas
adultas completamente diferenciadas, usando abordagens alternativas como a transferéncia
nuclear, a fusdo celular e a reprogramacéo direta. A reprogramacéo nuclear inicia-se quando
0 nucleo de uma célula somatica diferenciada €é transplantado para um odcito enucleado,
levando a clonagem da célula somatica original. Estas experiéncias mostraram claramente
que a diferenciacdo celular necessita apenas de alteracdo na expressdo dos genes, ndo no
conteudo do gene, e este processo de diferenciacdo pode ser totalmente revertido (YYamanaka
e Blau 2010). Os heterocarios constituem outra abordagem complementar a reprogramacao
nuclear e envolvem a fusdo celular, na qual dois ou mais tipos de células se fundem para
formar uma entidade singular. Foi mostrado que a reprogramacdo em heterocarios foi
influenciada pelo estado de metilacdo do ADN, o tecido de origem e pelo récio relativo dos
nucleos, que dita o balango dos reguladores (Blau e Baltimore 1991; Zhang et al. 2007). Ao



usar interespécies de heterocarios (CEE de ratos, fibroblastos humanos), Bhutani et al. (2010)
mostraram que a IAD de mamifero é necessaria para a demetilacdo ativa do ADN e iniciacdo
da reprogramacdo nuclear para a pluripoténcia em celulas somaticas humanas (Bhutani et al.
2010).

Tém sido exercidos esforcos intensivos para identificar os principais fatores de
transcricdo dos fendtipos da célula, para suportar a ideia de que um pequeno ndmero de
principais fatores de transcricdo podem controlar o estado da célula em vérios tipos de
células, incluindo a reprogramacéo e a transdiferenciacdo (Young 2011). Somente em 2006
as tentativas para identificar os principais reguladores do estado das CEE chegaram a um
patamar com o estudo de Shinya Yamanaka e dos seus colegas, que mostraram que a
combinacdo de somente quatro fatores de transcri¢cdo poderiam gerar, a partir dos fibroblastos
de rato, células pluripotentes semelhantes as CEE (Takahashi e Yamanaka 2006). As células
geradas sdo chamadas de células estaminais pluripotentes induzidas (CEPi). A descoberta da
reprogramacao fator-direto teve um efeito sismico na Biologia Celular Estaminal e nas suas
potenciais aplicagdes (Wilmut et al. 2011). Hoje em dia, muitos sistemas fundamentais em
Biologia estdo a mudar, para aceitar que as células maduras do corpo podem ser revertidas
para um estado embrionario sem a ajuda de évulos ou embriGes.

Por este motivo, a reprogramacdo ndo s contorna a necessidade do uso de embrides
para reunir e cultivar as CEE, como também vem com a vantagem adicional de contornar 0s
problemas imunoldgicos associados aos enxertos, que incluem a rejeicdo do transplante e a
doenca do enxerto contra hospedeiro (DEcH). Por outro lado, a eficicia desta técnica é
somente uma gota no oceano, havendo ainda muitas barreiras técnicas no processo. Este
livro vai focar-se na historia das CEPi, que no inicio deste século abriram uma nova era na
Biologia Celular.
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Capitulo 2
Células pluripotentes

2.1 Células Pluripotentes Diferenciadas

As propriedades definidoras das CEE sdo: a capacidade de proliferar indefinidamente em
compromisso com quaisquer linhagens celulares (auto-renovacdo) e a capacidade de
diferenciarem linhagens de células das trés camadas germinativas (pluripoténcia) (Evans e
Kaufman 1981; Thomson et al. 1998). As CEE foram as primeiras células pluripotentes de
embrides normais, derivados da massa celular interna (MCI) dos embrides pré-implantados, a
serem isoladas (Evans e Kaufman 1981). Quando injetados em blastocistos de ratinhos, as
CEE de ratinhos (mouse embryonic stem cells ou mESCs) contribuem com células para as
trés camadas germinativas e para a linhagem germinativa de animais quiméricos. No entanto,
existem caracteristicas moleculares e bioldgicas distintivas entre as CEE e os seus homologos
in vivo da MCI. As células da MCI ndo se autorrenovam e tém hipometilacdo global do
genoma (Santo et al. 2002), enquanto que as CEE tém um potencial de proliferacdo ilimitado
e tém caracteristicamente uma elevada metilacdo global do genoma (Meissner et al. 2008).

Apesar de ha 25 anos as primeiras linhagens de mESCs terem sido derivadas a partir
de camadas alimentadoras com base em culturas de blastocistos, os esforcos subsequentes
para estender esta abordagem a outros mamiferos tém sido relativamente mal sucedidos. As
CEE humanas (hESCs) s6 puderam ser isoladas em 1998 (Thomson et al. 1998). As células
estaminais embrionéarias humanas e de ratos partilham caracteristicas similares, como a
origem da sua MCI e pluripoténcia, mas, por outro lado, existem diferencas entre si. As
diferencas estdo relacionadas com a sua morfologia, marcador de expressao, atividades de
ligacdo do fator de transcricdo e os requerimentos do fator de crescimento em condi¢des de
cultura. As mESCs dependem do fator inibidor de leucemia (LIF) e da proteina
morfogenética 6ssea (BMP), enquanto que as hESCs dependem da actina e do fator de
crescimento dos fibroblastos (FGF) (Thomson et al. 1998).



Tabela 1 Diferentes tipos de células pluripotentes e acGes antagonistas das
mesmas Vias de sinalizagdo, em diferentes estados de pluripoténcia.

hESCs EpiCE mESCs
Estado de Semelhante a Semelhante ao Semelhante 8 MCI
pluripoténcia MCI epiblasto pos-
implantado
Estado de maturidade Primed Primed Naive
Morfologia Monocamada lisa Monocamada lisa Em forma de cupula
Condigdes de Cultura Activina A/bFGF Activina A/bFGF LIF/BMP4 2i
Estado de Formacao de Formacéo de Complementacéo tetraploide
confirmacao de teratoma teratoma Contribuicéo da linha
pluripoténcia germinativa
Inativagdo do XaXi XaXi XaXa
cromossoma X
Sinalizacdo BMP Induz a Induz a (+LIF) Estabilizado
diferenciagdo diferenciacdo
TGF-B & FGF2 Suporta a Suporta a renovagdo Induz a diferenciacdo
renovacgao
Via de sinalizagéo Requer Requer A autorrenovacao é reforcada
ERK 1/2 pela inibigcdo

Em 2007, dois grupos independentes mostraram que as células pluripotentes também podiam
ser derivadas do epiblasto do embrido implantado (Brons et al. 2007; Tesar et al. 2007). As
células estaminais do epiblasto de rato (Epiblast stem cells ou EpiSC) sdo derivadas do
epiblasto p6s implantado de um embrido com 5,5 dias, na presenca de bFGF e da actina
(Tesar et al. 2007).Embora as EpiSCs sejam capazes de se diferenciar in vitro nos teratomas,
incluindo os tecidos pertencentes as trés células germinativas embrionarias, elas nao
contribuem para as quimeras.

Curiosamente, as hESCs partilham caracteristicas definidoras com as EpiSCs, no entanto,
derivam de embrides humanos pré implantados (Nichols e Smith 2009) (Tabela 1).

As linhagens de celulas pluripotentes também foram derivadas de outros tecidos
embrionarios e adultos. As células germinativas embrionarias (EGCs) foram derivadas das
células germinativas primordiais (CGP) do embrido de gestacdo média (Matsui et al. 1992) e
as ceélulas estaminais germinativas adultas (células germinativas masculinas e
espermatogonias) (Surani 1999) foram geradas a partir do recém nascido transplantado
(Kanatsu-Shinohara et al. 2004) e de celulas testiculares de ratinhos adultos (Guan et al.
2006).

Além disso, em 2008, Chou et al. reportaram células pluripotentes distintas derivadas
do blastocisto, que foram definidas pelo FGF2, a actina e o BIO. A estas células os autores
chamaram de FAB-SCs e mostraram que elas partilhavam marcadores EpiSCs, no entanto, as
FAB-SCs eram incapazes de se diferenciar a ndo ser que fossem expostas ao LIF/BMP4
(Chou et al. 2008).



Com a descoberta das EpiSCs ha um conceito emergente de que podem existir
diferentes estados de pluripoténcia, e 0 conhecimento tanto da rede transcricional como das
vias de sinalizacdo tem sido vital para a descricdo precisa e para a dissecacdo do estado
pluripotente.

2.2 Rede Transcricional e Vias de Sinalizacdo da Pluripoténcia

Os diferentes tipos de células pluripotentes podem ser caracterizados e classificados
pelas suas diferentes necessidades de crescimento, propriedades de desenvolvimento e
estados de pluripoténcia (Tabela 1):
1. Estado pluripotente semelhante a MCI: CEE derivadas da MCI, células germinativas
embrionarias e células germinativas masculinas ou espermatogoénias.
2. O estado de p6s implantacdo semelhante ao epiblasto: EpiSCs.

Estes dois estados dependem das vias de sinalizacdo que muitas vezes se antagonizam um
ao outro (Hann et al. 2010b). Por outro lado, Nichols e Smith designaram as células
pluripotentes como na e primed, de acordo com o seu estado de pluripoténcia (Nichols e
Smith 2009 ). Quando isolado da MCI dos blastocistos pré implantados, na presenca de LIF e
BMP, as mESCs preencheram todos os critérios de pluripoténcia, portanto, foram aceites
como estando no estado de pluripoténcia “na”. Por outro lado, as EpiSCs séo definidas como
células pluripotentes “primed” porque exibem somente alguns critérios de pluripoténcia.

A parte da sua contribuico para as quimeras do blastocisto, existem mais diferencas entre
o0s estados de pluripoténcia na e primed (Tabela 1): Enquanto que as células pluripotentes na
exibem baixa suscetibilidade para a especificagdo primordial germinativa e grande
clonogenicidade de uma unica célula, as células primed mostram o contrario. Enquanto que
as coldnias de mESC mostram morfologias compactas em forma de clpula, tanto as hESCs
como as EpiSCs crescem como uma camada lisa e os reguladores positivos de ambos 0s
estados sdo 0 WNT e o IGF. As células pluripotentes na requerem sinalizacdo LIF/Stat3 e
BMP4, enquanto que as células pluripotentes primed necessitam de sinalizacdo TGF-f,
actina, FGF2 e ERK1/2. Curiosamente, os dois sinais antagonizam-se um ao outro: 0 BMP4
nas EpiSCs e 0 TGF-f, a actina, 0 FGF2 e o ERK1/2 nas células na induzem a diferenciacéo.
Geralmente, as células pluripotentes na ndo expressam marcadores especificos de linhagem
(FGF5, Blimpl, Cer 1), no entanto, estes marcadores sdo positivos em estados celulares
primed com padrdes de expressdo heterogéneos. Além disso, as células pluripotentes primed
expressam antigenos MHC de classe I, enquanto que os estados celulares na ndo. As CEE na
contém dois cromossomas X ativos (XaxXa) em células femininas; em contraste, as EpiSCs
primed j& passaram pela inativacdo do cromossoma X (Nagy et al. 1990; Thomson et al.
1998; Ying et al. 2003; James et al. 2005; Brons et al. 2007; Tesar et al. 2007; Ying et al.
2008).

Estes estudos provaram que 0s estimulos extrinsecos sdo dispensaveis para a
derivacédo, propagacdo e pluripoténcia das CEE. Também mostraram que as células tém um
programa inato para a autorreplicacdo. Ying et al. demonstraram que o LIF e 0 BMP podem
ser dispensados com inibidores de inducdo especificos das vias de sinalizagdo. O LIF e
pequenos inibidores moleculares de duas cinases proteicas, 0 ERK 1/2 e 0 GSK34 (chamado
“2i”), podem substituir o soro ao estimularem a via WNT, por isso, 0 2i permite a
manutenc¢do das CEE em meio totalmente definido, sem células embrionérias alimentadoras.
Os resultados foram interpretados como a indicacdo de que a pluripoténcia e o estado de



autorrenovacdo das CEE sdo o “estado fundamental”, ou seja, o estado padrdo natural que
ndo necessita ser mantido ativamente (Ying et al. 2008).

Em conjunto, as hESCs, as EpiSCs e as mESCs manifestam-se como potenciais tipos
de células distintas e as hESCs podem estar mais estreitamente relacionadas com o epiblasto
humano pés implantacdo (Wilmut et al. 2011). A geracdo de hESCs na permitira criar novas
oportunidades de pesquisas especificas para o paciente. Por outro lado, Guo et al. (2009)
examinaram a interconversdo entre as mESCs e as EpiSCs, e mostraram que as mESCs,
quando expostas ao bFGF, podem rapidamente converter-se em EpiSCs. No entanto, as
EpiSCs ndo mudam para CEE com meio de cultura definido. Somente a expresséo forcada de
KIf4, na presenca de LIF e BMP, pode promover a conversdo de EpiSCs em células
semelhantes a CEE (Guo et al. 2009). Outro grupo, Bao e colegas (2009), demonstrou a
reprogramacao de células avancadas do epiblasto de embrides de ratinhos, com 5,5-7,5 dias
de estado embrionério, para células semelhantes as CEE, em resposta a sinalizagdo LIF-
STATS3. Os autores também reportaram que essas CEE reprogramadas poderiam contribuir
para tecidos somaticos e células germinativas em quimeras, ao contrario das EpiSCs (Bao et
al. 2009). Em conjunto, € 6bvio que a modulacédo da sinalizacdo, por alteracdes ambientais, é
suficiente para interconverter estes tipos de células estreitamente relacionadas, indicando que
os fatores de crescimento extrinsecos podem ser dispensaveis para sustentar o estado
pluripotente (Ying et al. 2008). Além disso, Hanna et al. (2010a) converteram as CEE, pela
inducdo ectdpica do Oct4, KIf4 e KIf2, combinado com LIF, inibidor de GSK3p e inibidor de
MEK, a um estado ainda mais imaturo com um cromossoma X (XaXa) ativo (Hanna et al.
2010a). Estas hESCs convertidas tém semelhantes propriedades de crescimento, perfis de
expressdo de genes e dependéncia da via de sinalizagdo com as mESCs. Curiosamente, a
apoiar esta ideia esta a recente criacdo das EpiSCs derivadas de pré-implantacéo, cultivadas
em condi¢Oes de cultura das CEE humanas (Najm et al. 2011). Também foi demonstrado que
as hESCs com dois cromossomas X (XaXa) ativos podem ser geradas em condi¢bes de
hipoxia (5% oxigenio) (Lengner et al. 2010).

Embora os estados pluripotentes na e primed sejam inconvertiveis um no outro e
possam ser estabilizados através de condi¢cdes de cultura apropriadas, ndo foi observada a
coexisténcia estavel destes estados nas mesmas condicGes de cultura, tanto em ratos como em
humanos. No entanto, foi proposto que fatores extrinsecos e intrinsecos especificos podem
induzir transicdes entre ambos os estados. Embora o estado na, capturado por Hanna et al.,
possa ser mantido somente por passagens limitadas, este estudo esta a fornecer ideias claras
de que as condicdes de crescimento devem ser melhoradas, de maneira a retomar o estado
fundamental na em células humanas ndo mudadas geneticamente (Hanna et al. 2010b).

Tém sido efetuados esforcos consideraveis para dissecar as funcdes moleculares dos
principais fatores de pluripoténcia na manutencdo da pluripoténcia e no estabelecimento da
associacdo molecular entre tipos de células pluripotentes. Como ja mencionado, uma vez que
ja houve progressos importantes na dissecacdo das vias de sinalizacdo de culturas mediadas;
agora é 0 momento propicio para perceber como a sinalizacdo pode ser integrada na rede
transcricional.

2.2.1 Rede Transcricional da Pluripoténcia

As CEE tém sido investigadas atraves de estudos de larga escala genémica e de interacdo da
proteina do ADN para estudos mecanicos de fatores de transcri¢do individuais. A somar aos
requerimentos de sinalizagdo, certos fatores de transcrigdo desempenham papéis importantes
no estabelecimento e manutengdo da pluripoténcia.

Os mais importantes fatores de transcri¢do do estado de pluripoténcia nas CEE séo o
Oct4, o Sox2 e o Nanog, e sdo chamados fatores de transcricdo nucleares (Silva e Smith



2008). Os fatores de transcrigdo reconhecem sequéncias especificas de ADN e, ou ativam ou
previnem a transcri¢cdo. Ambos se ligam a elementos do ADN promotor proximal e a regides
mais distais (Young 2011).

A especificacdo inicial das células pluripotentes in vivo requer a expressdo Oct4
(Nichols et al. 1998). Embora a perda da expressdo Otc4 leve a diferenciacdo da
trofoectoderme, grandes niveis induzem a diferenciacdo para mesoderme e endoderme (Niwa
et al. 2000). O Oct4 funciona formando heterodimeros com o Sox2 nas CEE. O Sox2 liga-se
a sequéncias de DNA adjacentes aos sitios de ligacdo do Oct4 (Avilion et al. 2003; Chambers
and Tomlinson 2009). O Sox2 é necessério para a manutencdo do epiblasto. Por outro lado, o
Nanog promove um estado CEE estavel e indiferenciado, e € necessario para o
desenvolvimento da pluripoténcia em células da MCI (Silva e Smith, 2008). As CEE com
défice de genes Nanog sd@o mais propensas a diferenciacdo, mas nao perdem pluripoténcia per
se. O Nanog € essencial para a especificagdo da célula pluripotente, durante o
desenvolvimento normal, e para a inducdo da pluripoténcia para finalizar a reprogramacéo da
célula somatica durante a inducéo da pluripoténcia (Theunissen e Silva 2011). Theunissen e
Silva propuseram que o Nanog atua como um interruptor para ligar o programa de
pluripoténcia na em células de mamiferos (Theunissen e Silva 2011).

Recentemente, também o Young sugeriu que ha dois conceitos dominantes para a
nossa compreensdo dos fatores de transcrigdo fundamentais no controlo do estado das CEE
(Young, 2011):

(1) Os fatores de transcricdo fundamentais funcionam em conjunto para regular
positivamente os seus préprios promotores, formando um lago autorregulador
interligado.

(2) Os fatores fundamentais co ocupam e ativam a expressdo dos genes necessarios a
manutencdo do estado das CEE, enquanto contribuem para a repressao dos genes que
codificam os fatores de transcricdo especificos de linhagem, cuja auséncia ajuda a
prevenir a saida do estado de pluripoténcia.

Este laco autorregulador interligado pode gerar um estado biestavel para as CEE: quando
os fatores estdo expressos em niveis apropriados, o programa do gene de expressao feedback
positivo controlado entra em acdo. Em alternativa, o programa de diferenciacdo funcional é
ativado quando nenhum dos fatores de transcrigéo esta disponivel (Young 2011).

Nos altimos anos, tem havido esforgos consideraveis para compreender a pluripoténcia
ao nivel do genoma, bem como ao nivel dos sistemas, para fornecer uma compreenséo global
do estado fundamental do estado das CEE e da diferenciacdo. Assim, a descoberta da
reprogramacao de células sométicas de mamiferos para um estado pluripotente, pela
superexpressdo de somente quatro fatores de transcricdo, teve um efeito tremendo na
compreensdo da biologia béasica da célula.
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Capitulo 3
Células estaminais pluripotentes induzidas (CEPI)

3.1 Geracao da Primeira CEPI

Takahashi e Yamanaka (2006) mostraram que a superexpressao dos fatores de transcricdo
definidos podem também converter as células (ou nucleos) para um estado pluripotente. A
ideia era a de que os fatores que mantém a pluripoténcia nas CEE talvez pudessem induzidor
a pluripoténcia em células sométicas. Eles testaram 24 fatores de transcricdo com base na
importancia do seu papel nas mESCs e introduziram combinacdes desses genes em
fibroblastos de ratinhos, através da transducéo retroviral. As células transportavam um gene
de resisténcia a antibidticos que sO seria expresso quando o gene da proteina F-box 15
(Fboxo15) estivesse ativo. Eles conceberam esta experiéncia de maneira a que este gene de
resisténcia a antibidticos também pudesse ser ligado se a pluripoténcia fosse induzida pela
combinacdo destes 24 genes candidatos. Surpreendentemente, descobriram que somente
quatro destes fatores eram suficientes para gerar coldnias semelhantes as CEE. A combinacéo
de genes era: octamer 3/4 (Oct4, também conhecido como Pou5fl), SRY box contendo o
gene 2 (Sox2), Kruppel-like factor 4 (KIf4) e c-Myc (mais tarde chamado de OKSM). Estas
células reprogramadas foram chamadas de células estaminais pluripotentes induzidas (CEPi)
(Takahashi e Yamanaka, 2006).

Embora as células que foram selecionadas pela sua capacidade de expressar o Fbxol5
tivessem parecencas morfoldgicas com as CEE, propriedades de crescimento, expressao de
importantes marcadores genéticos das CEE, como o SSEA-1 e o Nanog, e a capacidade de
formar teratomas em ratinhos imunodeficientes, elas também divergiam em termos do perfil
de expressdo genética global e em certos padrdes de metilacdo do ADN. As células falharam
na producdo de ratinhos quiméricos adultos, quando injetadas em embriGes de ratinhos na
fase inicial. Estas caracteristicas indicaram que estas CEE de “primeira geragdo” ndo estavam
totalmente reprogramadas (Yamanaka 2009a, b). Logo depois, com o melhoramento dos
pontos finais para o processo de reprogramacéo, tais como a utilizacdo do Nanog ou Oct4
como seletores, em vez do Fbxol5, eles geraram colonias com 0s genes de pluripoténcia
reativados. Estas células eram também semelhantes as CEE e podiam contribuir para
quimeras adultas (Okita et al., 2007). Um ano depois também foram reprogramados
fibroblastos humanos com os mesmos fatores de transcricdo genéticos (Takahashi et al.,
2007; Wernig et al., 2007; Yu et al., 2007). A seguir e de forma independente, varios grupos
replicaram a reprogramacéo de células humanas fetais, células neonatais e células somaticas
adultas em CEPi (Aasen et al. 2008; Lowry et al., 2008; Park et al., 20082, b). Como uma
indicacdo de que os caminhos de transcri¢do de pluripoténcia foram bem conservados durante
a evolugdo, as CEPi foram geradas a partir de véarias espécies, incluindo a humana, 0 macaco
Rhesus e 0os murinos (Takahashi et al., 2007; Liu et al., 2008; Li et al., 2009). Mais
recentemente, foi mostrado que as linhagens de CEPi podiam gerar ratinhos “totalmente



CEPi” apds a injecdo em blastocistos tetraploides (Boland et al., 2009; Kang et al., 2009;
Zhao et al., 2009).

3.2 Reprogramacao
3.2.1 Fator de Entrega em Células Alvo

As CEPi oferecem células de doenca e células especificas do paciente, com o conhecimento
da historia clinica do dador, e podem ser feitas com células obtidas de qualquer faixa etaria e
doencas, como as doencas cronicas em pacientes mais velhos. As técnicas usadas para gerar
as CEPi podem afetar a eficiéncia da reprogramacdo e a qualidade das CEPi resultantes. Os
métodos de reprogramacédo podem ser divididos em vérias classes, de acordo com 0 modo de
integracdo do material genético exdgeno no genoma do hospedeiro ou da abordagem néo
integrativa (Stadtfeld e Hochedlinger, 2010).

3.2.1.1 Abordagens de Integracdo

Retrovirus

A entrega dos fatores de Yamanaka (Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc, OKSM), em ratos e
fibroblastos humanos, foi originalmente alcangada usando um retrovirus derivado do virus da
leucemia murina de Moloney (MMLYV). Eles integraram-se de forma estavel no genoma da
célula do hospedeiro (Takahashi e Yamanka, 2006; Okita et al., 2007; Wernig et al., 2007). A
eficiéncia da geracdo das CEPi usando retrovirus derivados da MMLV é de ~0,1%, em
fibroblastos embrionérios de ratinhos, e de ~0,01%, em fibroblastos humanos (Gonzalez et
al., 2011). O silenciamento € importante de forma a obter CEPi genuinas. Somente uma CEPi
que tenha upregulated a rede de pluripoténcia enddgena do gene e downregulated a
expressdo do transgene pode ser realmente considerada como totalmente reprogramada
(Gonzalez et al., 2011). No entanto, as CEPi derivadas de retrovirus tém inumeros sitios de
integracdo do transgene no genoma do hospedeiro e, por isso, o silenciamento incompleto do
transgene compromete o potencial desenvolvimento das CEPi (Brambrink et al., 2008). Para
além disso, a expressdo residual do transgene ou uma reativacdao tardia dos fatores de
transcricdo, aplicados exogenamente, pode causar a formacdo de tumores numa escala
alarmante (Okita et al., 2007; Miura et al., 2009).

Lentivirus

Tendo uma maior capacidade de clonagem e eficiéncia infeciosa do que o0s retrovirus
baseados na MMLYV, os vetores lentivirais de entrega também tém sido utilizados para
expressar os fatores de reprogramacao (Blelloch et al., 2007; Yu et al., 2007). A vantagem é
que eles podiam infetar tanto as células divisiveis como as ndo divisiveis e, embora a sua
eficiéncia reprogramadora seja comparavel a dos retrovirus derivados da MMLV, o
silenciamento dos lentivirus € menos efetivo nas CEPi que eles geram (Yao et al., 2004). Os
vetores lentivirais constitutivos ndo podiam resolver o problema porque eles foram
reprimidos de maneira menos eficiente e causaram uma bloqueio na diferenciagéo (Blelloch
etal., 2007; Yu et al., 2007).

Os inducible lentivirus systems ndo dependem do fator de entrega direta no alvo de
entrega. Os sistemas de reprogramacao “secundarios” usam clones de CEPi “primarios”,



gerados com vetores ou transposons lentivirais induzidos por doxycycline (Dox). Essas
células CEPi primérias depois diferenciam-se em celulas somaticas geneticamente
homogéneas, usando diferenciacdo in vitro para células humanas ou injecdo de blastocistos
para ratinhos (Mabheri et al., 2008; Wernig et al., 2008). Uma vez que as células primarias sao
induzidas por um lentivirus contendo uma cassete de expressdo de fatores de transcri¢éo, sob
0 controlo do operador induzivel Dox, a formagdao de CEPi “secundarias” ¢ desencadeado
quando elas s&o cultivadas num meio contendo doxycycline (Maherali et al., 2008; Wernig et
al. 2008). Embora a eficiéncia do sistema dependa do tipo de célula alvo utilizada, €
geralmente superior a da infecdo priméria (Stadtfeld e Hochedlinger, 2010). Stadtfeld e
Hochedlinger (2010) também reportaram que 0s sistemas secundarios tém duas grandes
vantagens: a reprogramacdo de grandes quantidades de células geneticamente homogéneas,
especialmente daquela que é dificil de cultivar ou transduzir; e facilita a comparacdo das
CEPi geneticamente semelhantes, derivadas de diferentes células somaticas. No entanto,
ainda existe uma desvantagem, que sdo os padres de expressdo heterogeneos em células
secundarias, por causa dos transgenes lentivirais que causam uma triagem larga dos clones
primarios das CEPi (Stadtfeld e Hochedlinger, 2010). As cadeias de ratinhos
“reprogramaveis”’, que podem transportar backgrounds mutantes desejados, podem ter um
efeito surpreendente para os estudos mecanicistas de patologias de doencas (Carey et al.,
2010; Stadtfeld et al., 2010).

Single vector. Os vetores lentivirais ou retrovirais projetados para exprimirem cassetes
policistronicas, que codificam todos os fatores OKSM, foram mais eficientes na infecdo de
diferentes tipos de células somaticas do que os vetores de fator de expressdo unicos (Carey et
al., 2009). Embora este método minimize a integracdo gendmica, ainda existe um risco
tumoral ap6s a implantacdo. Em particular, o c-Myc é um oncogene bem conhecido e a sua
reativacdo pode dar origem a formacdo tumoral de derivacdo transgénica em ratinhos
quiméricos (Okita et al., 2007). Embora a remocdo do transgene c-Myc do cocktail de
reprogramacao tenha reduzido ligeiramente a eficiéncia, os ratinhos quiméricos gerados com
as CEPi sem c-Myc ndo causaram a formacdo de tumores avancados (Nakagawa et al., 2008).
No entanto, a super-expressao do Oct4 e do KIf4 pode ainda causar a formagao de tumores e
a insercdo de retrovirus pode perturbar a estrutura genética do hospedeiro e aumentar o risco
de cancro (Okita e Yamanaka, 2010).

As técnicas standard de transfeccdo do ADN, como o uso de lipossomas ou da
electroporacdo, podem ser boas alternativas para evitar o uso de vetores virais. No entanto, a
eficiéncia da transducdo é muito mais baixa do que a transfeccdo viral (Gonzalez et al.,
2011).

3.2.1.2 Abordagens de excisdo

Um método livre de virus, utilizando vetores epissomais baseados no oriP/EBNAL (Epstein-
Barr antigene nuclear 1) ou um sistema de reprogramacéo de vetores singulares baseados no
piggyBac (PB) tém sido usados com sucesso para reprogramar fibroblastos humanos (Kaji et
al., 2009; Yu et al., 2009). Outro método excisivo usa vetores lentivirais e transgenes lineares
excisivos Cre/loxP que deixam uma cicatriz no genoma apoés a eliminacdo do Cre. Quando
eram usados vetores policistronicos, esta abordagem produziu uma geracao eficiente de CEPi
a partir de diferentes tipos de células (Chang et al., 2009). Entre as metodologias integrativas,
embora sO o sistema PB garanta uma eliminacdo precisa, ainda precisa de verificacdo das
linhas supressas (Park et al., 2008b).

Embora o uso do Cre delével ou de lentivirus induziveis tenha resolvido alguns
problemas, os sistemas virais ainda carecem da seguranga necessaria para aplicacoes
terapéuticas.



3.2.1.3 Abordagens nédo integrativas

Para minimizar o risco de rutura cromossdémica, os protocolos reprogramaveis foram
aperfeicoados para eliminar a integracdo genética. Para este propdsito foram desenvolvidos
trés abordagens diferentes. A primeira utiliza vetores integrativos que podem ser
subsequentemente removidos do genoma, como j& falamos. A segunda usa vetores livres de
integracdo e a ultima ndo utiliza vetores acido-base nucleicos (Stadtfeld e Hochedlinger,
2010). Infelizmente todas elas sdo geralmente ineficientes e pouco reprodutiveis. (Gonzalez
etal., 2011).

Entre os métodos que promovem a reprogramacdo, sem integracdo, estdo os vetores
adenovirais, que medeiam a expressao transitdria dos fatores reprogramadores exdgenos, sem
integracdo gendmica. Uma das primeiras tentativas para gerar CEPi livres de integracdo, a
partir dos hepatdcitos de ratinhos, foi reportada por Stadtfeld et al. (2008), que usou vetores
adenovirais ndo integrativos. Usando vetores semelhantes, Okita et al. (2008) e Zhou e Freed
(2009), geraram linhagens de CEPIi livres de integracéo, a partir de fibroblastos embrionarios
de ratinhos e de fibroblastos fetais humanos, respetivamente. Uma vez que com estes
sistemas ndo héa integracdo gendmica, isto é a prova de que a expressao transitdria dos fatores
de reprogramacdo € suficiente para gerar CEPi a partir de células somaticas (Stadtfeld e
Hochedlinger, 2010). Além disso, um forte apoio a esta conclusdo veio de experiéncias
recentes, que mostram a auséncia de sitios de integracdo comuns em CEPi produzidas com
retrovirus ou lentivirus (Varas et al. 2009; Winkler et al. 2010). Mais recentemente, foram
derivadas CEPi de fibroblastos humanos, usando sistemas de entrega do gene viral Sendai
(Fusaki et al. 2009), assim como vetores polycistronic minicircle (Jia et al.,, 2010) e
epissomas selecionados autorreplicantes (Yu et al., 2009).

Métodos livres de ADN

Mais recentemente, e de maneira a eliminar por completo os vetores plasmideos ou
virais, as CEPi foram geradas ao introduzir-se quatro fatores de reprogramacéo sob a forma
de proteinas recombinantes purificadas (Zhou et al., 2009; Kim et al., 2009%). No entanto, a
sua eficiéncia é extremamente baixa, possivelmente devido a baixa eficiéncia de transducéo e
expressdo instavel (Okita e Yamanka, 2010). Mais recentemente, Warren et al. (2010)
mostrou uma reprogramacao mais eficiente ao usar mRNA sintético modificado, que néo
modifica o genoma. As CEPi formadas sdo chamadas de células pluripotentes induzidas-
ARN (RiPSCs). Embora o protocolo seja tecnicamente muito complexo, uma vez que esta
tecnologia é baseada no ARN, ele elimina por completo o risco de integracdo gendmica e de
mutagéneses de insercdo inerente a todas as metodologias de ADN. Esta tecnologia tem a
maior eficiéncia e cinética até a data (Walia et al., 2011).

Embora os métodos que usam vetores ndo integrantes, elementos genéticos de excisao
e pequenos quimicos e/ou proteinas ndo deixem pegada genética, a eficiéncia da geracdo das
CEPi com eles varia entre os 0,0001 e os 0,0018%, o que é aproximadamente trés ordens de
magnitude mais baixo do que aqueles obtidos atraves dos vetores integrantes (0,1-1%)
(Stadtfeld e Hochedlinger, 2010). Por isso, as eficiéncias da reprogramacdo tém tentado
aumentar com fatores de suplementacdo definidos por genes adicionais ou quimicos
pequenos (Masip et al., 2010).

3.2.1.4 Reprogramacao Quimica

As moléculas pequenas sdo substancias que ocorrem naturalmente ou sdo compostos
inteiramente produzidos pelo homem. Elas tém vindo a ser produzidas e avaliadas quanto a
atividade em diversos organismos, sistemas de cultura celular e vias moleculares. A sua
facilidade de uso, especificidade, dose-dependente, os efeitos rapidos e reversiveis, e 0 tempo



preciso e o controlo funcional in vivo, fez delas uma das ferramentas mais efetivas na
pesquisa biomédica (Efe e Ding, 2011). Tém-nas utilizado ultimamente para facilitar a
reprogramacao celular somatica. Efe e Ding (2011) explicaram como as moléculas pequenas
melhoram a reprogramacdo: algumas tém um efeito global na plasticidade celular, enquanto
que as outras podem modular uma via de sinalizagdo especifica para substituir um ou mais
fatores de reprogramacdo. Por outro lado, também ha alguns compostos que funcionam para
ambas as categorias (Efe e Ding, 2011). Omitir oncogenes (KIf4 e cMyc) (Nakagawa et al.,
2008; Utikal et al. 2009; Kim et al., 2009b) ou substituir um ou dois fatores de transcricdo
por quimicos pequenos, como o VPA (um inibidor da histona deacetilase) (Huangfu et al.,
2008), ndo sO oferece um potencial clinico mais seguro como também aumenta
significativamente a eficiéncia das CEPi derivadas. Mais notavel, Mali et al. (2010) tem
mostrado que baixos niveis de butirato (um inibidor da HDAC) aumentou a eficiéncia da
reprogramacao até cerca de 50 vezes. Além disso, Lin et al. (2009) reportaram que um
tratamento combinado de fibroblastos com o inibidor de AIk5, SB431542, o inibidor de
MEK, PD0325901, e o thiazovivin causou uma grande melhoria (mais de 200 vezes) na
eficiéncia de reprogramacédo do OKSM. (Li net al., 2009).

3.2.1.5 Micro-ARNs (miARNSs) em Reprogramacao

Os miARNSs séo 22 nt pequenos de ARN néo codificante, que regulam a expresséo dos alvos
downstream pela destabilizacdo e inibicdo de traducdo do ARN mensageiro (ARNmM)
(Subramanyam e Blelloch, 2011). Eles séo carregados para o complexo RISC (RNA-induced
silencing complex) para exercerem um silenciamento da funcéo global do gene (Chu e Rana,
2007). Mdltiplos miARN sdo muitas vezes encontrados em grupos no genoma e expressos de
uma maneira tipo especifica na célula, semelhante aos fatores de transcricdo. Uma vez que
um Unico miARN pode atingir centenas de ARNm, a expressdo de um unico miARN poderia
regular poderosamente a decisdo do destino da célula (Sridharan e Plath, 2011). Semelhante a
pequenos compostos, 0s MiIARNs também sdo mostrados como capazes de influenciar a
eficiéncia da reprogramacdo. Anokye-Danso et al. (2011) reportaram recentemente que a
entrega lentiviral do grupo miR-302, que inclui 0 miRs-302a-d e 0 miR-367, por si s6 pode
produzir CEPi de ratinhos e humanas a partir de fibroblastos. Para além disso, Miyoshi et al.
(2011) reprogramaram células estromais adiposas ao transferir repetidamente um cocktail de
sete MiIARNSs pertencentes as familias miR-302, miR-200 e miR369. No entanto, quando
comparado com a entrega viral de percursores do miARN, no estudo de Anokye e colegas, a
eficiéncia da reprogramacéo, em estudos avangados, foi consideravelmente mais baixa. Tem
sido sugerido que, em adicdo as suas atividades populares nos processos de reprogramacdo, a
triagem de células de um tipo especifico de miARNs para atividades de transdiferenciacédo
pode também ser muito Util para modular eventos de conversdo de linhagem (Sridharan e
Plath, 2011).

H& muitas técnicas alternativas para a reprogramacao. Por exemplo, Zhong et al.
(2011) testaram dois genes indutores de apoptoses, chamados “genes suicidas induziveis” ou
simplesmente “genes suicidas”, para ver se eles estdo disponiveis para um potencial metodo
de salvaguarda das células CEPi. Eles avaliaram a capacidade de mudanca da morte das
células, de dois sistemas de suicidio dos genes/drogas, YCD/5-FC e iCaspase/AP20187, em
CEPI primatas ndo humanos (Macaca nemestrina), tanto in vitro como in vivo. Os resultados
do estudo mostraram gque uma combinacdo do gene/pré-droga suicida pode salvaguardar as
CEPi a superarem a transformacdo oncogénica potencial e/ou a persisténcia das células
pluripotentes em terapias celulares relacionadas com as CEPi. (Zhong et al., 2011).

Yamanaka e a sua equipa reportaram, recentemente, um método ndo integrativo
usando a supressdo do p53 e o L-Myc ndo transformador com vetores plasmidicos



epissomicos, para reprogramar o HLA homozigdtico em CEPi. Eles usaram linhagens de
polpa dentaria de dois antigénios de leucocitos humanos (HLA) putativos, de dadores
homozigoticos que correspondem a ~20% da populagdo japonesa nos principais loci HLA.
Como mostrado neste estudo, as células da polpa dentaria oferecem fontes seguras para
alotransplantes, especialmente para casos em que é provavel que seja necessario um
transplante logo ap6s uma lesdo (Okita et al., 2011; Yildirim et al., 2011).
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Capitulo 4
Mecanismos Moleculares de Pluripoténcia.

4.1 Passos na Reprogramacao

Combinado com analise imagioldgica ao vivo, varios sistemas de expressao induzivel por
tetraciclina para os fatores reprogramadores estdo a permitir a sondagem de ideais
mecanicistas da reprogramacao. Esta agora a ser sugerido que a reprogramacao bem sucedida
necessita de transicdo progressiva, através de passos chave intermédios (Papp e Plath, 2011;
Plath e Lowry, 2011; Wali et al., 2011).

4.1.1 Aumento na Taxa de Divisao Celular

A imagiologia de elevada resolucdo ao longo do tempo possibilitou saber que o primeiro
evento caracteristico durante a reprogramacdo dos fibroblastos € o aumento da taxa de
divisdo celular (Smith el al., 2011). Indicou que certos processos celulares ou eventos
acontecem na célula antes dos transgenes exdgenos chegarem ao genoma para induzir a
pluripoténcia (Jopling et al., 2011). Além disso, foi mostrado que a supressdo da apoptose e
da senescéncia também contribui para o sucesso da reprogramacdo, especialmente o
silenciamento do p53 e p21 ou CDKN2A tem sido observado aquando da reprogramacao
(Kawamura et al., 2009; Marion et al., 2009). Por isso, pensa-se que a apoptose, a
senescéncia e a suspensdo do ciclo celular sdo barreiras a reprogramacao (Papp e Plath,
2011). Contudo, o estudo usou a andlise de uma Unica célula e mostrou que embora a
proliferacdo seja induzida em mais células do que na amostra de controlo, a maioria das
esgotadas células p53 minaram o caminho da reprogramacéo tardia e a eficiéncia resultante
da reprogramagdo foi muito baixa quando normalizada para o numero de células que
responderam inicialmente (Smith et al., 2010).

Esta variacdo consideravel entre celulas em resposta a reprogramacao induzida pode
ser mostrada com a ajuda da experiéncia de classificacdo celular para o Thyl (um marcador
para o fenotipo dos fibroblastos). No estudo de Stadtfeld et al. (2008b) foi mostrado que,
embora metade das células tenha perdido a expressdo Thyl apds cinco dias de tratamento,
somente uma pequena fracdo dessas células foram totalmente reprogramadas no final do
processo. No entanto, Hanna et al. (2009) mostraram que a inducéo estendida do transgene de
expressao pode induzir a maioria, se nao todas, das células para CEPI.



4.1.2 Mudanca Morfoldgicas

As células de ciclo rdpido ficam mais pequenas com o tempo e continuam a crescer como
monocamadas. Embora a maioria das células que expressam os fatores de reprogramacéo nao
induzam com sucesso, a primeira mudanca morfologica dos eventos de reprogramacdo
corretos continua a ser semelhante a fibroblastos e muitas vezes sofrem apoptose, senescéncia
e suspenséo do ciclo celular (Plath e Lowry, 2011).

As CEE e os seus homologos in vivo, as células progenitoras do epiblasto do
blastocisto de pré-implantacdo, sdo epiteliais por natureza, portanto, eles tém interacdo
célula-célula, grande taxa de proliferacdo com uma fase do ciclo celular G1 extremamente
curto e um nucleo enorme para a taxa de citoplasma (Papp e Plath, 2011). Nas fases iniciais
de reprogramacéo, as celulas de ciclo rapido agrupam-se em conjunto e sofrem mudancas que
correspondem & perda de caracteristicas mesenquimais e a aquisicdo de carateristicas das
células epiteliais (Li et al.,, 2010). Isto é exatamente 0 oposto da transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT) do desenvolvimento da pluripoténcia para a transicéo da diferenciacao,
durante a reprogramacdo (Li et al., 2010; Samavarchi-Tehrani et al., 2010). Portanto, as vias
de sinalizagdo conhecidas por promoverem a transi¢cdo epitelial-mesenquimal (TEM)
deveriam aumentar a eficiéncia da reprogramacdo. Consequentemente, tem sido mostrado
que a inibicdo do TGF-b aumenta a reprogramacéo, porque a atividade do TGF-b previne o
MET (Li et al., 2010). Além disso, tem sido mostrado que a sinalizacgdo BMP melhora a
reprogramacao através da up-regulation dos microRNA pro-Met (Samavarchi-Tehrani et al.,
2010). Além disso, os contactos célula-célula mediados pela E-caderina sdo necessarios € 0
seu knockdown interfere com a reprogramacgéo (Chen et al., 2010).

4.1.3 Eventos Tardios no sentido da Pluripoténcia

Os genes que estdo relacionados com o caracter da célula epitelial sdo ativados para a
pluripoténcia. Enquanto a fosfatase alcalina e 0 SSEA-1 sdo considerados marcadores de
estadio intermédio, o Nanog, no ratinho, e 0 TRA-1-60, em células humanas, sdo marcadores
de estadio final para a pluripoténcia (Okita et al., 2007; Wernig et al., 2007; Mikkelsen et al.,
2008; Stadtfeld et al., 2008b; Chan et al., 2009). Tem sido postulado que a expressdo dos
fatores de reprogramacdo iniciam sequencialmente e numa ordem bastante sincronizada.
Ainda que o estado CEPi necessite continuamente da expressdo dos fatores de reprogramacao
para ultrapassar os obstaculos para a pluripoténcia, a manutencdo das CEPi é independente da
superexpressdo (Brambrink et al., 2008, Stadtfeld et al., 2008b; Papp e Plath, 2011; Plath e
Lowry, 2011).

4.2 Mecanismos na Reprogramacao

No processo da reprogramacdo tem sido mostrado que, para a aquisi¢do da pluripoténcia, é
necessaria uma ampla alteracdo gendmica dos marcadores epigenéticos, a regulacdo dos
checkpoints do ciclo celular e do MET (Samavarchi-Tehrani et al., 2010, Plath e Lowry,
2011). Embora os fatores de reprogramacéo reiniciem o fendtipo celular a partir de dentro,
também necessitam de sinais extrinsecos fornecidos pelas condi¢des de cultura das CEPI,
incluindo os fatores de crescimento, as citoquinas e outros sinais fornecidos pelo meio de
cultura da célula, soro fetal bovino e células alimentadoras. N&o é claro como os sinais
extrinsecos sdo integrados com os fatores de atuacdo intrinsecos, e esta € uma area ativa de
investigacdo (Ralston e Rossant, 2010).



4.2.1 Fatores Genéticos

A reprogramacdo de células somaticas requer o uso de fatores genéticos, nomeadamente o
Oct4, o Nanog, o Sox2, o KIf4, o c-Myc e o Lin28 (Takahashi e Yamanaka, 2006; Yu et al.,
2007). Foi mostrado anteriormente que o Nanog, o Lin28 e o c-Myc podem ser dispensaveis
para a reprogramacao (Yu et al., 2007; Nakagawa et al., 2008; Wernig et al., 2008b).

Theunissen e Silva (2011) referiram que “o Nanog contraria a diferenciagdo, mas é,
em ultima andlise, dispensavel para a manutencdo da pluripoténcia nas CEE”. Portanto,
embora 0 Nanog ndo estivesse entre os principais fatores de transcri¢cdo da reprogramacéo,
ele é essencial para finalizar a reprogramacdo. Os autores propuseram que o Nanog atua
como um interruptor molecular para ligar o programa pluripotente natural em células de
mamiferos (Theunissen e Silva, 2011). Além disso, foi demonstrado que a superexpressao do
Nanog pode acelerar a reprogramac¢do numa predominante taxa de divisédo celular, de forma
independente (Silva et al., 2006).

O Myc, ao contrario do Oct4, do Sox2 e do Klf4, ndo esta envolvido, durante o ultimo
passo da reprogramacdo, na upregulation da rede de pluripoténcia. A explicagdo do porqué
deste fator ser dispensavel para a reprogramacéo € o facto de o Myc poder aumentar mas nao
ser absolutamente necessario para a transcricdo da pluripoténcia dos genes alvo, sendo, no
entanto, capaz de aumentar a eficiéncia e a cinética do processo (Nakagawa et al., 2008;
Wernig et al., 2008b; Plath e Lowry, 2011).

Os compostos quimico apropriados, em meio em cultura, podem substituir o Sox2 e o
KIf4. Estes dois fatores também eram dispenséaveis quando as células somaticas, que tém
grande expressdo de Sox2 e KIf4, sdo usadas para a reprogramacdo (Aoi et al., 2008;
Huangfu et al., 2008; Li et al., 2009).

O ultimo elemento do principal circuito regulatério transcricional, o Oct4, revelou ser
o fator mais importante do cocktail de reprogramacdo. Dos quatro fatores iniciais € o Unico
que demonstrou ser essencial para a reprogramacao (Walia et al., 2011). No entanto, um
estudo recente mostrou que o NR5A2, também conhecido com LRH-1 (recetor homdlogo do
figado -1), pode substituir o Oct4, com uma melhor eficiéncia de reprogramacdo (Heng et.,
2010).

E 6bvio que os efeitos dos principais fatores de reprogramacdo sdo regulados e
mediados por outros recetores, fatores de transcrigcdo, fatores de crescimento, enzimas, outras
proteinas e quimicos (Walia et al., 2011).

4.2.2 Vias de Sinalizacao

4.2.2.1 Sinalizacdo Wnt

Foi demonstrado que alguns dos componentes desta via evolutiva conservada aumentam a
atividade reprogramadora. Um efetor downstream da via Wnt, um inibidor da cinase-3 da
sintase do glicogénio (GSK3), chamada de 6-bromoindirubin-3'-oxime ou BIO, revelaram-se
capazes de manter a pluripoténcia em CEE humanas e de ratinho (Sato et al., 2004). A adicéo
do Wnt3a a meios de cultura aumenta a eficiéncia da reprogramacgéo (Marson et al., 2008).
Outro inibidor da GSK3, o CHIR99021, compensa a auséncia de Sox2 na programacao das
hCEPi (Li et al., 2009). Dando um grande crédito as via de sinalizacdo mediadas pela
ativacdo da transcricdo da Wnt/b-catenina, Abu-Remaileh et al. (2010) mostrou que o Oct4
interage com a b-catenina e modula a sinalizacdo do Wnt para manter a identidade da célula
estaminal e regular a decisdo do destino da célula.



4.2.2.2 Sinalizacdo TGF-b/Activina/Nodal

Como uma das mais estudadas vias, o TGF-b/Activina/Nodal desempenha um papel
importante na manutengdo do estado de pluripoténcia. A sinalizagdo do FGF e do TGF-
b/Activina promove a autorrenovacdo das hESCs. O Nanog tem-se revelado como uma
molécula crucial para a pluripoténcia e um alvo direto da via do TGF-b/Activina (Xu et al.,
2008). Pela ligacdo dos coactivadores SMAD ao promotor proximal do Nanog, a expressao
do Nanog é upregulated (Theunissen e Silva, 2011). Enquanto que a inibi¢do da sinalizacdo
do TGF-b, usando um recetor TGF-b/inibidor da cinase Alk5, aumenta a eficiéncia da
reprogramacao das CEPi de ratinho, este inibidor poderia substituir-se com o Sox2 e o c-
Myc. No entanto, um efeito semelhante ndo foi visto em hCEPi (Maherali e Hochedlinger,
2009). Foi demonstrado que a inibicdo da sinalizagdo TGF-b leva a transicdo mesenquimal
em hCEPi (James et al., 2005).

4.2.2.3 Sinalizacdo BMP

As BMPs pertencem a superfamilia dos TGF-b. Elas estdo envolvidas na regulacdo da
proliferacdo das células, na diferenciacdo e na apoptose e, por isso, desempenham papéis
essenciais durante o desenvolvimento embrionario e na formacdo de padrbes (Massague,
1998). Xu et al. (2008) mostraram que as SMAD responsivas, tanto as TGFb- como as BMP,
se podem ligar com o promotor proximal do Nanog, causando um aumento no promotor de
atividade do Nanog e esta atividade é diminuida pela sinalizacio BMP. A diferenciacdo das
CEPi é promovida pela sinalizagdo BMP (Xu et al., 2008). Outro membro da familia BMP é
o fator de crescimento e diferenciacdo 3 ou GDF3, e tem sido demonstrado que bloqueia a
sinalizacdo BMP tanto em hESCs e mESCs (Levine e Brivanlcu, 2006).

4.2.2.4 Via p53

Varios grupos referiram que o p53, um dos fatores de transcri¢do supressor de tumores mais
bem estudados, atua como uma barreira para a reprogramacao da célula somatica (Kawamura
et al., 2009; Li et al., 2009; Utikal et al., 2009). Hong et al. (2009) propuseram que a via p53-
p21 serve como uma salvaguarda ndo sé na tumorigenicidade, mas também na geracdo de
célula pluripotente induzida (Hong et al., 2009). Por outro lado, Hanna et al. (2009)
mostraram que a maioria das células sdo capazes de se tornar em CEPi sem esgotar o p53 ou
imortalizar as células (Hanna et al., 2009). Além disso, a monitorizacao do efeito knockdown
do p53, ao nivel da célula singular, mostrou que muitas das células esvaziadas de p53
descarrilam da via de reprogramacéo e baixam a eficiéncia da reprogramacao global (Smith
et al., 2010). Tem sido sugerido que os futuros esforgos para uma reprogramagdo com maior
sucesso deve visar células alvo com menores niveis de p53 e/ou maior capacidade
proliferativa, em vez de se silenciar a via p53 (Tapia e Scholer, 2010). Consequentemente, a
equipa de Yamanaka ja publicou um método simples e eficiente, usando a supressdo do p53 e
do c-Myc néo transformado, para reprogramar as células somaticas humanas (Okita et al.,
2011).

4.3 Dinamicas da Reprogramacéo Direta

No geral, a reprogramacdo das celulas somaticas pluripotentes induzidas é um processo
ineficiente mesmo quando se usam estratégias diferentes. Existe uma laténcia de
aproximadamente 5 a 10 dias antes da primeira CEPi aparecer. Este atraso e a baixa



eficiéncia sdo indicadores de que estdo envolvidos mecanismos estocasticos na inducdo da
reprogramacao (Hann et al., 2009). Embora a baixa eficiéncia seja uma forte barreira para a
aplicacdo das CEPi humanas na medicina, a estocéstica e 0s mecanismos epigenéticos
limitantes de taxa mostram que, com o fator de reprogramacao de estequiometria balanceada,
quase todas as células tém a capacidade de gerar CEPi (Hanna et al., 2010b).

Yamanaka (2009a, b) propds recentemente que somente algumas células numa cultura
de células primérias podem ser competentes para a reprogramacdo. De facto, o vetor
retroviral pode infetar mais de 90% dos fibroblastos, no entanto, somente um pequeno
namero de colonias de CEPi emergiram com uma eficiéncia de 0,001%. Este baixa eficiéncia
sugere que a origem das CEPi pode ser emergente de um pequeno numero de células do
tecido. Os candidatos para estas células sdo as estaminais adultas ou as células progenitoras,
uma vez que sao raras e estdo mais perto das células pluripotentes, ao nivel de
desenvolvimento, do que das células diferenciadas. Também se pensou que, para 0 sucesso da
reprogramacao, pode ser crucial a ativacdo de genes adicionais pela mutagénese insercional
(Yamanaka 2009% b). No entanto, este modelo (chamado de modelo de elite) ndo podia
manter-se por muito, uma vez que as CEPi humanas e de ratinhos foram geradas a partir de
varias células sométicas terminalmente diferenciadas, incluindo os linfocitos B e T (Hanna et
al., 2008; Eminli et al., 2009), assim como as células pancreaticas B (Stadtfeld et al. 2008a).
Além disso, Okita et al. (2008) e Stadtfeld et al. (2008%) mostraram em simultdneo que a
mutagénese insercional ndo é um passo essencial do processo de reprogramacao.

Por isso, Yamanaka sugere outra teoria no modelo estocastico. Neste modelo ele
sugeriu que a maioria, se ndo todas, as células diferenciadas tém o potencial de se tornarem
CEPi pela introdugédo de quatro fatores (YYamanaka, 2009a, b). Igualmente, Meissner et al.
(2007), mostraram previamente que mesmo as colonias de CEPi semelhantes comecam a
expressar 0 Oct4 em alturas diferentes. Estes dados mostram que 0s eventos de
reprogramacao sdo de natureza estocastica (Meissner et al., 2007). Além disso, ao invés de
afirmar que o estado de diferenciacéo por si s6 pode também influenciar a suscetibilidade das
células para formar CEPi (Eminli et al., 2009), ha também relatérios que mostram que as
CEPi ndo preferem células menos diferenciadas e, controlar a eficiéncia das placas in vitro, a
expansdo de crescimento e os métodos de entrega dos genes, é fundamental para este
proposito (Hanna at al., 2009).

Embora o mecanismo exato ainda seja desconhecido, a reprogramacdo é uma
sequéncia de eventos muitos complexos que requer o silenciamento do programa das células
somaticas e depois a redefinicdo do programa de pluripoténcia. Para além dos fatores
genéticos e das vias de sinalizacdo, as modulacfes epigenéticas e a regulacdo séo claramente
importantes para quebrar as barreiras epigenéticas e depois atingir a autorrenovacdo e a
pluripoténcia.

4.4 Modificacdes Epigenéticas

A epigenética descreve as modificacbes do ADN mitoticamente hereditérias ou da cromatina,
sem alterar a sequéncia nucledtica. A metilagdo do ADN, a modificacdo das histonas, as
variantes da histona e o0 ARN ndo-codificante sdo mecanismos da regulacdo epigenética
(Bird, 2002). Uma questdo central no campo da pluripoténcia das CEE € até que ponto 0s
marcadores epigenéticos regulam, em vez de simplesmente refletirem, o estado pluripotente
in vitro (Meissner, 2010). Tem sido sugerido que as CEE tém assinaturas unicas, incluindo as
metiltransferases do ADN altamente expressas (Dnmtl, 2, 3a, 3b e 3 1) e as subunidades do
nicleo PRC1 e 2, distribuicdo das CpG distintas das células somaticas e da MCI e,
finalmente, diferente distribuicdo e enriquecimento de varias modificacbes das histona
(Meissner, 2010). No entanto, os seus papéis reguladores individuais estdo longe da nossa



compreensdo intuitiva. Apesar de avangos significativos na tecnologia, ainda é dificil
descrever a especificacdo da linhagem e a remodelacdo global associada a epigenética para
muitos tipos de celulas in vitro. Por isso, ainda é fascinante como uma célula soméatica muda
0 seu estado epigenético para a pluripoténcia, ao repelir o estado epigenético existente, sem
passar pelo desenvolvimento normal ou redefinir completamente todos os seus marcadores
(Meissner, 2010). Tem sido sugerido que a reprogramacdo da célula somatica envolve uma
massiva reconfiguracdo da estrutura da cromatina, da metilacdo do ADN até as modificacoes
das histonas e remodelacao do nucleossoma (Ang et al., 2011).

Os candidatos para as modificacdes epigenéticas no processo da desdiferenciacéo das
células somaticas para CEPi sdo o promotor CpG da metilacdo do ADN e a alteracdo nas
modificagOes das histonas em relagdo com a importancia da repressdo dos genes mediada
pelo DGP. As abordagens gendmicas alargadas mostram que o padrdo H3K9me3, dentro das
regides promotoras, é diferente entre as hESCs e as hCEPI (Maherali et al., 2007; Fouse et
al., 2008; Doi et al. 2009). A comparacdo das CEPi e das CEE revelou a conversao de
marcadores da metilagdo das histonas monovalentes, como as H3K4me3 ou H3K27me3, para
marcadores bivalentes nos genes de desenvolvimento (Bernstein et al., 2006). A perda da
metilacdo do ADN juntamente com a reativacdo da transcri¢cdo dos genes de pluripoténcia é
outro passo importante na aquisicao da pluripoténcia. Por exemplo, a inibicdo da metilacdo
do ADN com o inibidor do DNMT, 5-azacytidine; a inibicdo da deacetilase das histonas,
usando os inibidores DACH, VPA e trichostatin A, aumenta a eficiéncia da reprogramacao.
Além disso, usando o inibidor Parnate (Tranilcipromina) da desmetilase LSD1 K4 e a
inducdo da hipometilacdo da histona H3K9, usando o inibidor quimico da metiltransferase
G9a, BIX-01294, foram bem sucedidos para aumentar a eficiéncia da reprogramacéo
(Huangfu et al., 2008; Mikkelsen et al., 2008; Shi et al., 2008). Além de que, é l6gico pensar
que a downregulation dos fatores epigenéticos causam a remocao das barreiras epigenéticas,
prevenindo a reprogramacdo. Do mesmo modo, a perda do CHD1 em células somaticas de
ratinhos e um regulador transcricional PRDM14 em células humanas resulta no abaixamento
da eficiéncia da reprogramacéo (Chia et al., 2010).

Recentemente, dois grupos mostraram que o padrdo de metilacdo do ADN da célula
original persistiu nas CEPi de ratinhos e afetou o seu potencial de diferenciacdo; as CEPi do
sangue diferenciam-se mais facilmente para linhagens do sangue do que as CEPI derivadas de
fibroblastos (Kim et al., 2010; Polo et al., 2010). Embora a passagem continuada das CEPi
possa apagar esta memoria epigenética (Polo et al., 2010), a metilacdo residual do ADN,
dentro da linhagem especifica dos genes das CEPi, demonstra que redefinir este marcador é
fundamental para a reprogramacao (Plath e Lowry, 2011). Além disso, Lister et al. (2011)
mostrou que a reprogramacdo também induz metilacbes aberrantes que parecem ser
especificas para o estado CEPI.

4.5 Semelhancas e Diferencas Entre as CEPi e as CEE.

As carateristicas das células somaticas sdo: proliferacdo limitada, metilacdo dos genes de
pluripoténcia, exibi¢do de morfologia celular especifica de tecido, inativagdo do cromossoma
X, checkpoint ativo do ciclo celular G1 e expressdo de marcadores especificos das células
somaticas. Por outro lado, as células pluripotentes mostram forte autorrenovagéo, morfologia
das CEE e reativagdo dos genes de pluripoténcia pela demetilacdo, reativagdo do cromossoma
X em células fémea, atividade da telomerase e, finalmente, perda do checkpoint G1 (Cox e
Rizzino, 2010). Embora alguns estudos tenham mostrado claramente que as CEPi sdo muito
semelhantes as CEE (Mikkelsen et al., 2008; Okita et al., 2008; Soldner et al., 2009), uma
examinagdo extensiva do estado da cromatina, de ambas, mostrou que h& diferencas
relevantes na consisténcia e funcionalidade (Plath e Lowry, 2011). Tem sido demonstrado



que as assinaturas de expressao do gene das CEPi programadas viralmente sdo distintas da
das CEE (Lowry et al., 2008; Maherali et al., 2008; Chin et al., 2009; Soldner et al., 2009).
No entanto, as CEPi humanas geradas sem vetores virais ou inser¢cbes gendmicas ainda
ostentam retidas assinaturas com potencial transcricional (Marchetto et al., 2010). Wang et
al. (2010) compararam o0s transcriptomas dos fibroblastos, as CEPi parcialmente
reprogramadas, as CEE e as CEPi usando dados microarray. Eles concluiram que a maioria
das linhas das CEPi reprogramadas eram similares as linhas das CEE, especialmente, 0s
transcriptomas das CEPi derivados por epissomas baseados em plasmideos ndo integrantes
(Yu et al., 2009) eram muito mais préximos dos das CEE, ao contrario das CEPi derivadas de
retrovirus (Lowry et al., 2008; Mabherali et al., 2008; Chin et al., 2009; Solder et al., 2009).
Além disso, a extensdo da sobreposicdo implementada na plataforma microarray foi
determinada ao mostrar que as CEE e as CEPi expressam 2390 genes comuns, com somente
249 e 684 expressos exclusivamente nessas células, respetivamente. No geral, as CEPi
partilham mais genes comuns com os fibroblastos dos quais elas foram derivadas (Wang et
al., 2010).

Dado que ¢ esperado que o processo de reprogramacdo remova quaisquer alteracoes

epigenéticas associadas com as células originadas pela transferéncia nuclear (NT) e CEE, que
reportaram fielmente ter apagado quaisquer marcas epigenéticas presentes nas células
dadoras (Okita et al., 2007; Maherali et al., 2008; Mikkelsen et al., 2008), os dados que
mostram que as CEPI partilham mais genes comuns com os seus fibroblastos parentais foram
uma grande surpresa. De facto, a 19 de julho de 2010, foram publicados em simultaneo dois
trabalhos que provam que as CEPi podiam reter marcas epigenéticas, que sdo caracteristicas
da célula dadora, mesmo com uma passagem precoce rigorosamente selecionada (Kim et al.,
2010; Polo et al., 2010). O Plath e o Lowry (2011) afirmaram que a memoria epigenética
pode ser uma forma de reprogramacéo incompleta.
Além disso, Urbach et al. compararam linhas de hESCs isoladas de um embrido afetado com
o sindrome X fragil e fibroblastos reprogramados de individuos afetados. Eles observaram
que o gene FMR1 permanece silenciado nas CEPi. Enquanto essas CEPi mostraram um
critério de pluripoténcia rigoroso, o locus FMR1 era obviamente resistente a reprogramacéao
(Urbach et al., 2010). Este estudo mostra que as CEE e as CEPi humanas ndo sao idénticas,
mesmo em algumas circunstancias as CEE podem refletir mais fielmente o processo da
doenca (Unternaehrer e Daley, 2011). Além disso, Bock et al. (2011) usaram a quantificacdo
da similaridade molecular através de um “cartdo de pontuagdo”, que incluia a metilacdo do
ADN, o transcriptoma e estudos de diferenciacdo, e reportou que embora as CEE exibam uma
significante variabilidade através de linhas individuais, as CEPi variam mais a um nivel
molecular do que as CEE (Lister et al., 2011). Plath e Lowry (2011) interpretaram estas
diferencas da seguinte forma:

Estas diferencas de metilagdo entre as CEE e as CEPi estdo associadas com
diferencas a um nivel transcricional, que pode ser encontrado apds muitas
passagens e pode afetar o comportamento de diferenciacdo das células.

A utilizacdo das abordagens genéticas, tanto a forward como a reverse, com ajuda das
CEPI, oferece perspetivas entusiasmantes para a dissecagdo dos mecanismos moleculares de
compromisso e de diferenciacdo numa linhagem celular, e ira permitir ajudar a perceber a
religacdo das redes reguladoras que estdo ativas nas células sométicas e pluripotentes
(Hemberger et al., 2009; Huang et al., 2009; Saha e Jaenisch, 2009). O trabalho futuro
deveria centrar-se na descoberta de quando e como as linhagens genéticas especificas e as
marcas epigenéticas surgem.
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Capitulo 5
Modelar Doencas num Prato

No inicio, a ideia principal para as abordagens terapéuticas das CEPi era o facto de que as
CEPi especificas de um paciente fornecem informacg6es importantes para as doengas humanas
hereditérias, porque as células estaminais pluripotentes sdo capazes de se diferenciarem na
maioria, se ndo mesmo em todos o0s tipos de células. Esta ideia baseava-se profundamente nos
estudos da diferenciacédo direta de subtipos e em CEE definidas geneticamente a partir de
modelos animais (Gearhart, 1998). Além disso, o ramo da biologia das CEE humanas tem
vindo a prosseguir a geragdo de linhas de CEE humanas, como modelos de doencas, desde
que Thomson et al. (1998) derivaram, em 1998, linhas de CEE humanas. Com o0s conhecidos
loci genéticos associados a doencas e com o fendtipo explicito das doengas, as CEE humanas
geneticamente modificadas poderiam ajudar nas terapias de substituicdo de células e na
modelacéo de doengas humanas (Saha e Jaenisch, 2009).

No entanto, o uso de CEE humanas tem varias limitacGes, ndo sO devido as
preocupacdes politicas, religiosas, éticas e morais sobre a destruicdo de embries, como
também devido aos métodos ineficientes para gerar CEE humanas modificadas
geneticamente. Por exemplo, a geragdo de CEE humanas, por via de embrides do DGP, s
estd disponivel para um namero limitado de doencas e a falta de técnicas préprias ainda é
desafiante. Além disso, somente algumas doengas monogénicas podem ser detetadas por via
do DGP e ndo ha consisténcia entre a severidade e os sintomas clinicos dessas doencas de
paciente para paciente, devido a penetracdo variavel (Colman e Dressen, 2009). As outras
alternativas, como a geracdo de células estaminais pluripotentes individuais por via da NT, a
fusdo celular com CEE e o tratamento com extratos de células pluripotentes sdo, por muitos
motivos, muito restritivas e sdo poucas as doencas que foram capturadas por estes meios
(Wakayama et al., 2001; Taranger et al., 2005).

Hé& décadas que tém sido usados modelos animais para doengas humanas, no entanto,
eles também tém algumas limitagdes, como ndao mostrar nenhuma ou s6 algumas
semelhancas aproximadas com a doenca humana, diferencas na fisiologia e anatomia entre
animais e humanos, nenhum espelhamento para defeitos cognitivos ou comportamentais das
doencas neuroldgicas e diferente background genético, animal e humano, em termos do
fenotipo resultante de mutacdes associadas e doencas (Colman e Dreesen, 2009; Saha e
Jaenisch, 2009).

Para ultrapassar estes inconvenientes, as CEPi oferecem células especificas da doenga
e do paciente, com o conhecimento da historia clinica do dador e podem ser feitas com
células tiradas de todas as idades, mesmo de pacientes mais velhos com doengas cronicas
(Dimos et al., 2008). Podemos sumariar as vantagens de se usar em modelagdes de doencas
humanas:

1. Fonte inesgotavel de células para experimentacao.
2. Capacidade de autorrenovacéo ilimitada com natureza pluripotente.



3. Desenvolvimento de linhas de células isogénicas.
4. Tratamentos personalizados (Mattis e Svendsen, 2011; Unternaehrer e Daley, 2011; Zhu et
al., 2011).

Embora ainda existam muitos desafios em relacdo a sua identidade, até ao momento
estdo disponiveis alguns relatérios para uma visdo geral do fenotipo da doenca in vitro (Ebert
et al., 2009; Lee et al., 2009; Raya et al., 2009; Ye et al.,2009b). Uma vez que as linhas de
hESCs mostram resultados variaveis para se diferenciar em linhagens especificas (Osafune et
al., 2008), multiplas linhas de CEPI, geradas de um s6 paciente, sdo extremamente favoraveis
por terem um background genético idéntico.

5.1 CEPi de Especifica Doenca

As CEPi especificas de doenca foram geradas a partir de individuos com disturbios como as
doencas neurodegenerativas, incluindo as ELA (Dimos et al., 2008), Doencas de Parkinson
(Park et al., 2008?; Baek et al., 2009; Soldner et al., 2009; Hargus et al., 2010; Swistowski et
al., 2010), AME (Ebert et al., 2009); sindrome de Riler-Day (Lee et al., 2009) e doencas
hereditarias, incluindo a doenga de imunodeficiéncia combinada grave com deficiéncia da
adenosina-desaminase (ADA-SCID), Sindrome de Shwachman-Diamond (SBDS), Doenca de
Gaucher de tipo 111 (DG), Distrofia Muscular de Duchenne/Becker (DMD/BMD), doenca de
Huntington, diabetes Mellitus tipo I ou juvenil (DM1), sindrome de Down (SD)/trissomia 21,
portadores do sindrome de Lesch-Nyhan (Park et al., 2008b) e anemia de Fanconi (Raya et
al., 2009). Existe até ao momento e como reportado por Unternaehrer e Daley (2011), as
linhagens de CEPI de doencas especificas de neurologia, hematologia, cardiovascular e outras
categorias (Tabela 5.1).

5.2 Escolher a Fonte das Células

De maneira a gerar as CEPi especificas do paciente, o primeiro passo sera a derivacdo de
CEPI a partir das células somaticas do paciente. As CEPi podem ser feitas com células
obtidas de pacientes de todas as idades e com historial médico completo e de mais de 5.000
doencas genéticas conhecidas, sejam simples ou complexas (Cloman e Dressen, 2009). Existe
tecido humano disponivel, sem qualquer preocupacédo ética ou cirdrgica, como a gordura, 0
sangue, especimes de biopsias, pele, cabelo e dentes extraidos (Aasen et al., 2008; Sun et al.,
2009b; Yan et al. 2010). Até agora, em humanos, tém sido usados para a reprogramacao 0s
fibroblastos da pele e células mesenquimais da medula déssea (Takahashi et al., 2007; Yu et
al., 2007; Huangfu et al., 2008), os queratinécitos (Aasen et al., 2008; Maherali et al., 2008),
as células do sangue periférico (Ye et al., 2009b: Loh et al., 2010), os melandcitos (Utikal et
al., 2009), as células estaminais neurais (Kim et al., 2009), as células derivadas do liquido
amnidtico (Li et al., 2009), as células estaminais do tecido adiposo lipoaspirado (Sun et al.,
2009), as células estaminas dentarias (Tamaoki et al., 2010; Yan et al., 2010) e as células
estaminais mesenquimais da matriz do corddo umbilical e da membrana amniética (Cai et al.,
2010). Além disso, os bancos de tecidos congelados, e as linhas celulares também podem ser
usadas, embora estes providenciem muito pouca informacéo clinica sobre o dador (Colman e
Dreesen, 2009).

Uma vez que a maioria dos fenotipos de doencas sO sdo observados em células
diferenciadas, somente a geracdo de CEPi pode providenciar uma fonte para a pluripoténcia.
As doengas monogeénicas sdo os alvos mais frutiferos, porque o gene e, muitas vezes, 0 seu
produto sdo conhecidos. Estender este paradigma experimental tanto a doencas
desconhecidas ou mais complexas, a fendtipos multifatoriais ou doencas e modelar doencas



Tabela 5.1 (continuacgéo)

Doenca Referéncia Defeito Molecular Célula dadora Idade e Sexo do Método Diferenciou-se em  Doenca Doenca Fenocopiada Drogas ou testes
dador Fenocopiada em células funcionais
para diferenciadas
Desautonomia Lee et al., 2009) Salto parcial doexdo  Fibroblasto 10F LVv4 SN central, SC Maior racio  Sim; diminuicdo da  Diminuigdo da
familiar 20 do IKBKAP, dérmico periférico, normal: expressdo dos genes  migracéo na
proteina IKAP hematopoiética, transci¢des  envolvidos na analise da
reduzida endotelial, mutantes em  diferenciacdo da cicatrizacdo de
endodermal iPS queem  neurogenése e feridas; reducédo
fibroblastos  neuronal da forma de
unido da
queratina
mutante e
aumento da
percentagem de
neuronios
diferenciados;
nenhuma
melhoria na
migragéo
Sindrome de Rett (Hotta at al., 2009;  Mutacdo Fibroblasto 358F LV4 EOS, Nenhuma, células  n.d., ndo n.d., sim: reduzido
Marchetto et al., heterozigética no RVv4 progenitoras nimero de espinhas
2010) MECP2: C916T, neurais n e densidade da
115del132, C730T, formacdo sinapse
C473T glutamatérgica;
diminuicédo da
frequéncia/densidade
das correntes
espontaneas
Hematoldgicas
ADA-SCID (Park etal., 2008a) GGG, AGG, exdo 7e  Fibroblasto 3M RVv4 Nenhuma n.a. n.d. Né&o
exdao 10
Del(GAAGA), gene
ADA
Anemia de Fanconi  (Rayaetal,, 2009) FA-A, FA-D2 Fibroblasto Desconhecida  RVA, 2 Hematopoiético Né&o Né&o (corrigida) Né&o
corrigida dérmico M rondas com (corrigida)
2i

(continua)



Tabela 5.1 (continuacgéo)

Sindrome de
Shwachman-
Diamond

Anemia das células
falciformes

Beta talassémia

Policitemia vera

Mielofibrose
primaria

Metabolicas

Doenca de Lesch-
Nyhan (Portador)

Diabetes tipo |

Doenga de Gaucher
tipo 111

(Park et al., 2008a)

(Mali et al., 2008;
Somers et al., 2010)

(Ye at al., 2009b)

(Yeatal., 2009b)

(Yeatal., 2009b)

(Park et al., 2008a;
Soldner et al.,
2009; Khan et al.,
2010)

(Park et al., 2008a;
Maehr et al., 2009)

(Park et al., 2008a)

Multifactorial

Indefinido? SS

Homozigético para a
delecéo do codéao

41/42 4-bp (CTTT) na

beta-globina
JAK2 1849G. T
Heterozigdtico

JAK2 1849G. T
Heterozigético

Heterozigosidade do

HPRT1; mutagdo A. G

no exdo 3 do HPRT1

Multifactorial,
desconhecido

AAC > AGC, exdo 9,

insercéo de G,
nucleotido 84 do
CADN, gene GBA

Células
estaminais
mesenquimais

Fibroblasto

Fibroblasto
dérmico

Fibroblasto

Fibroblasto

Fibroblasto

Fibroblasto

Fibroblasto

4 M

20 semanas

fetais F

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

34,11F

42,32,30 F,M

20M

RV4

leLV4;

eLV4+T

RV4

RVv4

RVv4

ILV4 + N,
iLV3; AAV

RV3, 4

RVv4

Nenhuma

Nenhuma

Hematopoiético

Hematopoiético

Nenhuma

Nenhuma

Celulas
semelhantes a beta:

Nenhuma

n.a.

n.d.

n.a.

n.a.

n.d.

n.a.

n.a.

n.a.

n.d.

n.d.

n.d.

Sim; eritropoiese
aumentada

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

Nao

Nao

Nao

Nao

(Continua)



Tabela 5.1 (continuacgéo)

AAT

GSDla

FH

Sindrome de
Crigler-Najjar

Tirosinemia
hereditaria do
tipo 1

Colestase intra-
hepatica familiar
progressiva

Sindrome de
Hurler
(MPS-IH)

Cardiovasculares

Sindrome de
LEOPARD

Sindrome QT-
longo

(Rashid et al., 2010;
Somers et al., 2010)

(Ghodsizadeh et al.,
2010; Rashid et al.,
2010)

(Rashid et al., 2010)

(Ghodsizadeh et al.,
2010; Rashid et al.,
2010)

(Ghodsizadeh et al.,
2010; Rashid et al.,
2010)

(Ghodsizadeh et al.,
2010)

Tolar et al., 2011)

(Carvajal-Vergara et
al., 2010)

(Moretti et al., 2010)

Deficiéncia de Alfa-1
Antripsina: G342 K

Glicose hepatica-6-
deficiéncia da fosfatase

Hipercolesterolemia
familiar, mutacéo
autossémica dominante
no LDLR

Dele¢do de 13 bp, exéao
2do UGT1A1; ou
L413P

533T > G V166G na
fumarilacetoacetato
hidrolase

Multifactorial

Deficiéncia de IDUA;
Y167X, W402X;
W402X, W402X

T468 M heterozig6tico
no PTPN11

R190Q dominante no
KCNQ1

Fibroblasto
dérmico ou
hepatico

Fibroblasto
dérmico

Fibroblasto

Fibroblasto
dérmico

Fibroblasto
dérmico

Fibroblasto
dérmico

Queratindcito,
MStrC

Fibroblasto

Fibroblasto
dérmico

65, 55, 47, 57,
61, 64, 0.3 anos
F.M

25, 7M

Desconhecido

2 meses, 19, 21
anos M,F

2 meses, 6 anos
M,F

17F

1M

25,34 FM

8,42 M

RV4, 1eLVV4 Células semelhantes

RV4

RV4

RV4

RV4

RV4

RV4

RVv4

RV4

a Hepatdcitos
(Fetal)

Células semelhantes
a Hepatdcitos
(Fetal)

Células semelhantes
a Hepatdcitos
(Fetal)

Células semelhantes
a Hepatdcitos
(Fetal)

Células semelhantes
a Hepatdcitos
(Fetal)

Células semelhantes
a Hepatdcitos
(Fetal)

Hematopoiético

Cardiomidcitos

Cardiomidcitos

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

Sim; Maior
acumulagéo
de GAG

n.d.

Sim; acumulagédo
de polimeros

Sim;
hiperacumulagio
de glicogénio

Incoporagdo do
LDL degradado

n.d.

n.d.

n.d.

Sem diferenga no
CD34 ou CD45 +
células ou
formagéo de
colénias

Sim; hipertrofia
cardiomiopatica

Sim; QT longo em
miocitos
ventriculares e
arteriais;
membrana celular
deficiente, alvo da
proteina KCNQL1.

Nao

Nao

Nao

Reducéo da
densidade da
correntes ks

(Continua)



Tabela 5.1 (continuacgéo)

Outras categorias

Distrofia
Muscular de
Duchenne
Distrofia
Muscular de
Becker
Disceratose
congénita (DC)

Fibrose Quistica

Esclerodermia

Osteogenesis
Imperfecta

(Park et al., 2008g;

Tchieu et al., 2010)

(Park et al., 2008a)

(Soldner et al., 2009;
Agarwal et al., 2010)

(Somers et al., 2010;
Warren et al., 2010)

(Somers et al., 2010)

(Khan et al., 2010)

Delecéo do exdo 45-52

ou 46-50, gene da
distrofina

Mutacdo na idenficada

na distrofina

del37L no DKC1

Delta F508

homozigético no CFTR

Desconhecido

G > A no exao 34 do

COLIA2

Fibroblasto
dérmico

Fibroblasto

Fibroblasto

Fibroblasto
dérmico

Fibroblasto
dérmico

CEM

47,13,6 F
portador, M
afetado

38 M

7,30 M

8,21, 29,31, 33
FM

47F

Desconhecido

RV4, 1LV4

RV4

RV4,iLV3

leLV4

leLV4

AAV OSLN

Nenhuma

Nenhuma

Nenhuma

Nenhuma

Nenhuma

Nenhuma

n.a.

n.a.

n.d.

n.d.

n.a.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.



prolongadas, como a doenca de Alzheimer e a de Parkinson, seria desafiante (Colman e
Dreesenm, 2009).Para as doengas que exibem um inicio tardio em seres humanos, a cinética
da patologia da doenca poderia ser estimulada num prato de cultura celular, ao expor as
células a um stress experimental in vitro (ex. inanicdo de soro, reducdo do O2, choques
térmicos, etc.) (Saha e Jaenisch, 2009). Por outro lado, Colman e Dreesen (2009),
enfatizaram que o termo “inicio tardio” nao reflete os desenvolvimentos subclinicos que
possam ocorrer muito mais cedo e que possam ser capturados pela metodologia in vitro.

Em conjunto, € 6bvio que o padrdo da doenca nos guiard a alternativas para a célula
tipo do dador. Uma vez que a detecdo de mutacdes para as doengas como a AME pode ser
possivel em todas as células do paciente, as biopsias da pele podem ser usadas como células
dadoras facilmente acessiveis. Por outro lado, o gendtipo heterozigdtico da maioria das
desordens hematopoiéticas s6 poderia ser detetado em progenitores particulares. Por isso,
esses progenitores deviam ser escolhidos como fontes de células para reprogramacao (Ebert
et al., 2009; Saha e Jaenisch, 2009; Ye et al., 2009b).

Além disso, relatorios recentes sobre a impressdo epigenética persistente nas CEPI
(Kim et al., 2010; Polo et al., 2010) poderiam ser uma oportunidade Gtil para as pesquisas
sobre as doencas esporadicas e multifatoriais. Embora essas impressdes persistentes se
manifestem como expressdo diferencial do gene e alterem a capacidade de diferenciacéo, elas
podem ser usadas em aplicacOes terapéuticas potenciais, para aumentarem a diferenciacéo nas
linhagens de células desejadas (Kim et al., 2010; Polo et al.,2010). Uma memdria epigenética
persistente seria vantajosa, especialmente para as doengas que tém um background de
combinacfes genéticas e de fatores ambientais. Nessas doencas, qualquer alteracdo
epigenética seria estudada por via das CEPi carregando uma impressao parental. As células
derivadas de pacientes que sofrem da mesma doenca, mas que vivem em regides geograficas
diferentes, poderiam dar-nos pistas importantes sobre os fatores ambientais, como 0s metais
toxicos e pesticidas, estilos de vida e habitos de dieta que podem afetar o epigenoma e refletir
fatores de riscos (Jaenisch e Bird, 2003). Por ultimo, para as doengas autbnomas nao
celulares, o possivel sucesso com um tipo de célula pode afetar o outro mediador patolégico
(Colman e Dreesen, 2009).

5.3 Identificacdo de Coldnias de CEPI

H& véarios métodos ou técnicas para selecionar ou distinguir clones reprogramados com
sucesso, a partir de col6nias parcialmente reprogramadas ou simplesmente transformadas
(Stadtfeld e Hochedlinger, 2010).

1. A reativacdo da pluripoténcia enddgena associada a genes ligados a cassetes de selecdo de
drogas. O Fbxo015, 0 Nanog ou 0 Oct4 e o KIf4 (Takahashi e Yamanaka, 2006; Maherali et
al., 2007; Okita et al., 2007; Wernig et al., 2007; Pfannkuche et al., 2009),

2. Sistemas de vetores lentivirais carregando fragmentos promotores de genes de

pluripoténcia (Hotta et al., 2009),

Para as CEPi humanas, a expressdo TRA-1-81 (Lowry et al., 2008),

4. “Indicador de retrovirus” que expressam proteinas fluorescentes, que se tornam
silenciados aquando da aquisicdo de pluripoténcia (Chan et al., 2009),

5. Usando somente critérios morfologicos (Blelloch et al., 2007; Maherali et al., 2007;
Meissner et al., 2007),

6. A combinacdo da selecdo morfologica e de vetores indutores da doxiciclina (Stadtfeld et
al., 2008),

7. Para as CEPi de ratinho, o gene de expressao GH2 (Liu et al., 2010; Stadtfeld et al., 2010),
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8. O gene MEG-3 como homologo humano do GH2, para identificar as CEPi humanas
(Stadtfeld e Hochedlinger, 2010).

A geracdo de CEPi especificas de paciente/doenca segue métodos standard. Em resumo,
as células alvo sdo infetadas com sistemas de reprogramacdo carregando fatores
reprogramadores. Apos varios dias, as células infetadas sédo tripsinizadas e transferidas para
pratos com uma camada de células alimentadoras e, no dia seguinte, 0 meio € substituido por
um meio de CEE humanas standard e mudado diariamente a partir dai. Quando aparecem, as
colénias semelhantes as CEE humanas séo escolhidas mecanicamente ou selecionadas pelos
sistemas ou métodos descritos anteriormente. Depois, a pluripoténcia € avaliada de acordo
com a similaridade das putativas para as CEE (Fig. 5.1). Para se confirmar uma correta e
completa reprogramacdo deve-se confirmar a atividade do perfil do ciclo celular, a
manutencdo normal do caridtipo, a atividade da fosfatase
alcalina e a expressdo de varios antigenes associados as CEE (SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-81,
Nanog, etc.), a downregulation ou falta de imunorreactividade contra fatores parentais
especificos da célula (como o antigene TE-7, associado ao fibroblasto), a expresséo de genes
de pluripoténcia (Rex1/Zfp42, Foxd3, Tert, Nanog e Cripto/Tdgfl). A transcricdo reversa da
PCR e a imunocitoquimica podem ser usadas para avaliar genes especificos ou proteinas,
enquanto que, pode ser Gtil um exame mais aprofundado da expressao global com uma
analise microarray de genes (Yoshida e Yamanaka, 2010).

Geralmente os corpos embrioides (EB) s&o criados como um primeiro passo,
agregando ou colocando amontoados numa suspensdo de cultura, para a avaliagdo da
diferenciacdo in vitro. As EB resultantes sdo colocadas em pratos de plastico revestidos com
gelatina e deixadas a anexarem-se para que a cultura se desenvolva. Depois disso, as linhas
de CEPi irdo diferenciar-se espontaneamente nos tipos de células representativos das trés
camadas germinativas embrionarias (Maherali et al., 2008).

Para determinar a pluripoténcia in vivo, as CEPi devem ser injetadas em ratinhos
NOD-SCID imunocomprometidos para ensaio do teratoma. As andlises histologicas dos
teratomas resultantes devem mostrar células representativas das trés camadas germinativas,
incluindo, por exemplo, para a diferenciacdo ectodérmica: células pigmentadas; para a
diferenciacdo endodérmica: pulmao, respiratorio e epitélio semelhante aos intestinos; e para a
diferenciacdo mesodérmica: mesénquima, tecido adiposo e cartilagem. As analises
imunocitoquimicas podem ser usadas para detetar a expressdo da a-actina do musculo liso (o-
SMA), a desmina, a vimentina, etc. para a mesoderme; a a-fetoproteina (AFP) para a
endoderme; a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a tubulina BIII para os marcadores da
ectoderme (Carvajal-Vergara et al., 2010).

O critério mais rigoroso para as mMESCs/CEPI é a sua habilidade de gerarem linhas
germinativas de quimeras de ratinho adulto e, por conseguinte, a transmissdo da linha
germinativa. Para as CEPi humanas e por ora, a formagcdo de teratoma em ratinhos
imunodeficientes parece ser aceitavel (Daley et al., 2009; Yoshida e Yamanaka, 2010). Além
disso, a rigorosidade do critério proposto para as mCEPI pode nédo ser totalmente requerido
para as aplicagdes em que as linhas de células humanas sdo usadas para modelarem o
processo da doenca in vitro, e para a triagem de novos medicamentos e toxicidade dos
medicamentos (Ebert et al., 2009). por outro lado, uma vez que
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Fig. 5.1 Processo de reprogramagdo em células da polpa dentéria.

0s correntes ensaios de teratomas sdo de natureza qualitativa, uma avaliagdo quantitativa
completa da capacidade de diferenciacéo das linhas de células geradas, poderia rapidamente
permitir saber se essas linhas mantém a capacidade para a diferenciacdo nas trés camadas
germinativas ou se tém uma capacidade de diferenciacdo restringida, mesmo com as linhas
que falham o nivel funcional da formacdo de teratoma. Um grupo de investigadores sustenta
que as CEPi mais desejadas, para serem usadas em transplantes, podem ser aquelas que nao
formam teratoma in vivo, mas que mantém a capacidade de se diferenciarem in vitro nos tipos
de células desejadas. Eles propGem que esta possibilidade s6 pode ser determinada se as
linhas de CEPI, ndo formadoras de teratoma, forem completamente estudadas in vitro (Ellis et
al., 2009). Em conclusdo, para o propdsito tanto da medicina regenerativa, como da
modelacdo de doencas, as células ndo precisam de ser da linha germinal ou teratoma
competentes, desde que tenham a capacidade de se autorrenovarem e diferenciarem nas
células alvo desejadas (Yamanaka, 20093, b).

Né&o ficou claro se reprogramar uma célula humana feminina reativa o cromossoma X
inativado, como no ratinho. Foi recentemente mostrado que as CEPi humanas, derivadas de
varios fibroblastos femininos, carregam um cromossoma X inativo, em contraste com as
CEPiI de ratinho que carregam dois cromossomas X ativos. Embora esse dados indiquem que
a reversdo do cromossoma X inativo ndo seja necessario para a programacdo de células
humanas, deve-se ter em consideracédo as implicagdes que a inativacdo do cromossoma X tem
para a utilizacdo das CEPi femininas com doencas genéticas devastadoras ligadas ao
cromossoma X, como o sindrome do X fragil (mutagdo no FMR1), a a-Talassémia (ATRX),
o sindrome de Rett (MECP2), o sindrome de Coffin-Lowry (RSK2), a distrofia muscular de
Duchenne, o sindrome Lesch-Nyhan (HPRT) e o sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP)
(Tchieu et al., 2010).

5.4 Caraterizacdo da Mutacédo Genética

A geracdo de CEPi de pacientes com uma variedade de doengas genéticas oferece uma
oportunidade para recapitular tanto a formacéo de tecidos humanos normais e patologicos in
vitro, a0 mesmo tempo que fornece uma boa ferramenta para as investigacdes de doencas
patologicas. Devem ser feitas analises de mutagdes moleculares, como a analise do caridtipo
e a analise da impressdo digital, se as células forem tiradas de pacientes com as classicas



doencas mendelianas hereditarias e com mutacfes pontuais em genes conhecidos e essenciais
para uma dada funcéo (Park et al., 2008b).

Para verificar se as linhas de CEPI, especificas do paciente, correspondem a do dador
das células, deve ser feita a analise da impressao digital do ADN das linhas de CEPi e das
celulas do dador das quais elas foram derivadas. Adicionalmente, deve ser usado o
sequenciamento direto e o polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo, especificos
do alelo, para comparar o genoétipo das linhas das CEPi com as das células hospedeiras
doadas. Além disso, a analise da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), do ADN genémico
das linhas da CEPI, ira revelar se elas carregam cépias dos transgenes dos quais foram
transduzidos (Dimos et al., 2008).

5.5 Diferenciacdo das CEPi nos Tipos de Célula Desejados

Comecando com as decisdes da primeira linhagem de células, a expressdo do gene e as
interacdes mutuas entre fatores de transcricdo determinadores de linhagem com funcdes
antagonizadoras, mostram estocasticidade (Hemberger et al., 2009). O papel orquestrador da
rede reguladora do gene aponta padrdes biologicos para a diferenciacdo. Até a data, os
estudos das CEE focaram-se maioritariamente na derivacdo de subconjuntos de populac6es
de células de tecidos especificos. Assim, a diferenciacdo especifica de linhagem de CEE de
murinos e humanos revelou ser uma poderosa ferramenta para se estudar os eventos
embrionarios iniciais e a restricdo de linhagem para gerar um fornecimento ilimitado de
celulas para terapias e engenharia de tecidos. Para produzir tanto células progenitoras como
células mais maduras, foram aplicados varios fatores exdgenos numa sequéncia e ao longo do
tempo, o que é altamente reminiscente do desenvolvimento normal.

Muita da esperanca investida nas células estaminais especificas do paciente é baseada
na suposicdo de que sera possivel diferencia-las em tipos de células relevantes para doengas.
Para se diferenciar os tipos de células desejados, dentro da populacdo mista das CEE em
diferenciacdo, ha varios protocolos de diferenciacdo de células estaminais a imitar o correto
cronograma da organogénese humana normal. Foram usados muitos e bem estabelecidos
protocolos para as diferenciagdes hematopoiética, endotelial, osteoblastica, osteoclastica
(Tsuneto et al., 2003; Kawaguchi et al.,2005; Grigoriades et al.,2010), cardiaca (Doetschman
et al., 1985; Schenke-Layland et al., 2008; Arbel et al., 2010), compromisso neural (Ying e
Smith, 2003), pancreatica (Banerjee et al., 2011), hepatica (Gerbal-Chaloin et al., 2010),
adipogénica e condrogénica (Wdziekonski et al., 2003). Além disso, o destino da
especificacdo da célula e a maturacdo podem ser seletivamente alteradas, por via da
manipulacdo das vias de sinalizacdo do desenvolvimento endégeno (Rathjen e Rathjen 2003;
Meyer et al., 2009). A capacidade de diferenciar eficientemente e reprodutivamente as CEPi
in vitro para linhagens especificas foi conseguido usando os protocolos descritos, com
algumas modificacdes (Dimos et al., 2008; Narazaki et al., 2008; Tateishi et al., 2008;
Wernig et al., 2008a; Ebert et al., 2009; Hu e Zhang 2009: Jin et al., 2009; Karumbayaram et
al., 2009; Pfannkuche et al., 2009: Senju et al., 2009; Tanaka et al., 2009: Taura et al., 2009;
Zhang et al., 2009; Carvajal-Vergara et al., 2010; Comyn et al., 2010; Dick et al., 2010;
Gamm e Meyer 2010; Huang et al. 2010; Kaichi et al., 2010; Lamba et al., 2010; Lee et al.,
2010: Martinez-Fernandez et al., 2010; Parameswaran et al., 2010: Swistowski et al., 2010;
Teramura et al., 2010; Zhou et al., 2010).

H& muitos exemplos tipicos, em publicacfes recentes, para a diferenciacdo direta das
CEPi para os tipos de células influenciados pela doenca (Tateishi et al., 2008; Meyer et al.,
2009; Grigoriadis et al., 2010). Nesses estudos 0s investigadores mostraram que era possivel
gerar e afinar as linhagens desejadas, a partir de células sométicas humanas. Em suma, ap0s
se criarem as EBs a partir de CEPI, foi usado um meio de diferenciagdo quimicamente



definido para promover gradualmente a producdo do tipos de celulas especificas dos 6rgaos.
Por isso, usando um processo alvo e gradual de diferenciacdo, que segue uma cronologia de
desenvolvimento normal, os investigadores modelaram o desenvolvimento da célula e/ou
6rgdo com CEPi humanas (Ueda et al., 2010).

A diferenciagcdo deve ser confirmada ao mostrar-se a expressdo dos fatores de
transcricdo ou marcadores de superficie. Aparentemente, a funcdo dessas células
diferenciadas sera o ultimo ponto de avaliacdo (Dimos et al., 2008). Dimos e 0s seus colegas
demonstraram que as células da pele, dos pacientes com esclerose lateral amiotrofica, ELA,
poderia ser reprogramada e subsequentemente diferenciada em neurénios motor livres da
doenca (Dimos et al., 2008). Também ¢ de notar que Ebert et al. (2009) fez CEPI a partir de
fibroblastos de um paciente com SMA e da sua méae ndo afetada. Eles foram os primeiros a
demonstrar um fenoétipo preservado de doenca, especifico do paciente, em neurdnios motor,
gerados a partir de fibroblastos de CEPi. O tratamento in vitro dessas células, com o &cido
valpréico e com tobramicina, levou a upregulation de sobrevivéncia da sintese proteica dos
neurénios motor e mostrou défices seletivos quando comparados com neurdnios motor
normais.

Hoje, muitas linhagens de CEPi poderiam ser dirigidas para tipos de células
diferenciadas funcionais. Estdo disponiveis as Auditory retinal cells (Jin et al., 2009; Comyn
et al., 2010; Lamba et al., 2010; Parameswaran et al., 2010), os cardiomidcitos (Narazaki et
al., 2008; Pfannkuche et al., 2009; Tanaka et al., 2009; Zhang et al., 2009; Carvajal-Vergara
et al., 2010; Kaichi et al.,2010; Martinez-Fernandez et al., 2010), os clusters excretores de
insulina (Tateishi et al., 2008), os neurdnios motor (Dimos et al., 2008; Ebert et al.,2009; Hu
e Zhang, 2009; Karumbayaram et al., 2009), os neurdnios dopaminérgicos (Wernig et al.,
2008%; Cai et al., 2010; Swistowski et al., 2010), auditory spignal ganglion neurons
(Nishimura et al., 2009), as células musculares lisas (Taura et al., 2009; Xie et al., 2009), as
células do endotélio vascular (Taura et al., 2009), as células dendriticas e os macrofagos
(Senju et al., 2009; Senju et al., 2010), os adipocitos (Tashiro et al., 2009; Taura et al., 2009),
osteoblastos Tashiro et al., 2009); as células hematopoiéticas (Kauffman, 1993; Lu et al.,
2009; Okabe et al., 2009; Raya et al., 2009; Kaneko et al., 2010) e as células endoteliais
progenitoras (Xu et al., 2009; Abaci et al., 2010; Alipio et al., 2010; Ho et al., 2010; Homma
etal., 2010).

Além disso, Hanna et al. mostraram que as CEPi diferenciadas podem ser usadas para
resgatar a funcdo dos 6rgdos, em modelos de ratinho humanizado de anemia falciforme
(Hanna et al., 2007). Mais recentemente, muitos outros grupos demostraram o potencial
terapéutico da CEPI, sozinhas ou em combinacdo com terapias genéticas corretivas (Tabela
5.1). Eles incluiram a geracdo de progenitores hematopoiéticos livres de doenca, a partir de
queratindcitos obtidos de pacientes com anemia de Fanconi (Raya et al., 2009), a correcdo da
hemofilia em ratinhos, usando CEPi derivadas de progenitores endoteliais (Xu et al., 2009), e
a reparacao funcional multilinhagem do tecido cardiaco doente em ratinhos
imunocompetentes, usando CEPi (Nelson et al., 2009). Finalmente, puderam ser gerados
neuronios produtores de dopamina funcionais, a partir de fibroblastos reprogramados de
ratinho, e a transplantacdo desses neurdnios poderia restaurar a fungdo da dopamina quando
enxertada em ratinhos Parkinsonianos (Wernig et al., 2008a).
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Capitulo 6
Dificuldades para o Potencial Terapéutico das hiPSCs

Num metazoario todas as células possuem o mesmo conjunto de genes. As excegdes a esta
condicdo sao as células das linhagens germinativas pds-meidticas, os linfocitos maduros e as
células de espécies que exibem reducdo de cromossomas (Kloc e Zagrodzinska, 2001).
Portanto, gerar uma célula pluripotente in vitro e direcionar a sua conversao para uma célula
diferenciada com um destino especifico, ou seja, rebobinar o relégio biolégico de qualquer
célula de mamifero para um estado embrionario e depois avancar esta célula de grande
potencial para células da doenga, representa uma abordagem racional e continua na medicina
regenerativa. Por outro lado, o controlo de qualidade e a seguranca sdo as principais
preocupacdes e existem varios desafios técnicos no uso de CEPi humanas no tratamento de
varias doencas humanas irreparaveis. Para minimizar ou eliminar as alteracdes genéticas, em
linhagens de CEPI, é necessério criar-se CEPi sem fatores humanos. Definir um fendtipo
relevante de doenca necessita de modelos in vitro e in vivo. Além disso, sd0 necessarias
estratégias de recombinacdo genética para se gerar marcadores para a diferenciacdo e
correcdo de genes. A par disso, as linhagens reporteres especificas do tipo de células, as
ferramentas de rastreamento de linhagem e as ferramentas para quebrar, reparar e super-
expressar os genes devem ser desenvolvidas de maneira a modelar as doencas humanas (Saha
e Jaenisch, 2009).

Uma vez que as func¢des celulares sdo influenciadas pela estimulacdo microambiental,
é importante avaliar os resultados obtidos pelos estudos das CEPI, tendo em conta 0os métodos
de reprogramacdo, as condicBes de cultura e os protocolos de diferenciacdo, os quais
influenciam o resultado final (Daley et al., 2009). Kim et al. (2010) revelou varios fatores
importantes sobre a reprogramacdo e as CEPi resultantes: primeiro, a origem do tecido
influencia a eficiéncia e fidelidade da reprogramacdo; segundo, existem diferencas
substanciais entre as iPS e as células ES derivadas de embriGes; terceiro, a tendéncia de
diferenciacdo e o perfil de metilagio das CEPi podem ser redefinidos; por fim, e
inegavelmente, as CEE derivadas da TN sdo mais fielmente reprogramadas do que a maioria
das CEPi geradas a partir de tecidos sométicos adultos (Kim et al., 2010).

Além disso, devem ser usados controlos saudaveis de tipo selvagem, de maneira a
determinar se as CEPi derivadas sdo especificas de uma certa linhagem celular ou
pluripoténcia. Embora as linhagens humanas de CEE e CEPi estabelecidas possam ser usadas
para este fim, adicionalmente, um painel de linhas derivadas do mesmo paciente ou de
pacientes diferentes que sofrem da mesma doenca poderia fornecer informagdes valiosas. Por
outro lado, em doencas de um sé gene, as CEPi geneticamente modificadas poderiam
representar um controlo isogénico ideal (Colman e Dreesen, 2009; Saha e Jaenisch, 2009).
No entanto, a geracdo isogénica de linhas de CEPi poderia somente ser aplicada a doencas
com causas genéticas conhecidas (Mattis e Svendsen, 2011).

Embora ainda existam muitos desafios em relacdo a identidade das CEPi, até ao
momento estdo disponiveis alguns relatérios para uma visao global do fenétipo da doenca in



vitro (Ebert et al., 2009; Lee et al., 2009; Raya et al., 2009; Ye et al., 2009). Uma vez que as
linhas das CEE humanas mostram resultados variaveis na diferenciacdo das linhagens
especificas (Osafune et al., 2008), mdltiplas linhas de CEPi geradas de um unico paciente sao
extremamente favoraveis por causa do idéntico background genético que providenciam. Os
desafios para a tecnologia de reprogramacéao podem ser sumariados da seguinte maneira:

1. As técnicas tradicionais de reprogramacao podem nao ser satisfatorias,

2. Presenca de vetores virais,

3. Disponibilidade de protocolos fiaveis e repetiveis da diferenciacdo completa para um tipo
de tecido a escolha,

4. Variabilidade na capacidade de se diferenciar numa populagdo a escolha e células

diferenciadas tém geralmente uma vida curta,

Necessidade de comparagdo de CEE/falta controlos proprios,

Aberracdes em culturas prolongadas,

Fenotipos celulares ndo auténomos e doencas da idade,

Baixa penetracdo e fendtipos modestos ou indetetaveis para fatores poligénicos ou

complexos (Mattis e Svendsen, 2011; Zhu et al., 2011).

NG

A falta de imunogenicidade tem sido a maior esperanca para o uso de células adultas,
derivadas de CEPi, costumizadas e especificas de paciente, para tratar pacientes com um
largo espetro de doengas. No entanto, Zhao e os seus colegas mostraram muito recentemente
que as CEPI produzidas por via viral ou epissomatica sdo imunogénicas (Zhao et al., 2011).
Nesta simples mas inteligente abordagem experimental, os investigadores injetaram CEE
autologas, CEE ndo coincidentes e CEPi aut6logas derivadas de fibroblastos fetais, nos ratos
correspondentes. Surpreendentemente, as CEPI, assim como as CEE néo coincidentes, foram
rejeitadas pelo sistema imunitario. Como 0s vetores virais usados para a reprogramacao
poderiam ter sido responsaveis pela resposta imunitaria, foram usados vetores epissématicos.
Mesmo com estas definicdes, a rejeicdo imunitaria foi persistente, embora com uma resposta
mais fraca. No geral, os dados foram inesperados: no ensaio da formacgdo do teratoma, as
CEPi aut6logas foram mais imunogénicas que as CEE compativeis (Zhao et al., 2011). Além
disso, 0s autores sugeriram que a resposta imunodependente da célula T, em recipientes
singénicos, pela expressdo do gene anormal em algumas células diferenciadas a partir das
CEPI, pode ser a razdo para a imunogenicidade das CEPi neste estudo. Os perfis de expressao
do gene dos teratomas, derivados das CEPI, foram analisados e foi descoberto que um grupo
de nove genes estava expresso em niveis anormalmente altos. A expressdo induzida de trés
dos 9 genes (Hormadl, Zg16 e Cyp3all) preveniram a formacdo de teratoma pelas CEE ndo
imunogénicas. Como resultado, Zhao et al. (2011) sugeriram que a expressao destes
antigenes menores poderia ser outra prova relativamente a diferenca epigenética entre as
CEPi e as CEE.

Embora jamais se usem as CEPi imaturas para transplantacdo em configuragdes
clinicas (Apostolou e Hochedlinger, 2011), as celulas diferenciadas derivadas das CEPi
também podem ser imunogénicas. Tem sido mostrado que, apds transplantagdo, as células
derivadas das CEE poderiam expressar moléculas adicionais, enquanto estdo a amadurecer in
vivo, por isso, elas tornam-se mais imunogénicas (Swijnenburg et al., 2005).

E evidente que ainda ha questdes importantes a resistir & acumulacdo esperancosa de
dados relativos ao uso terapéutico das células estaminais. Taylor et al. (2011) escrutinaram a
controvérsia sobre a imunogenicidade dos tecidos derivados de células estaminais. Os autores
afirmaram que a documentacdo da expresséo HLA (ou MHC), pelas CEE, ensombrou a
realidade de que qualquer tecido derivado das celulas estaminais, se ndo forem geneticamente
idénticos ao do recipiente, ttm o potencial para induzir a rejeicdo de alotransplantes via



reconhecimento “indireto” (Taylor et al., 2011). Além disso, a auséncia da expressdo das
moléculas HLA ndo pode prevenir a rejeicdo imunologica devido a ativacdo das células NK
(Bryceson e Long, 2008).

Embora ainda seja incerto que no futuro alguma das linhas das CEPi possam ser
usadas para terapias celulares, deve ser bastante Util estabelecer um banco de CEPi de
gradacdo clinica, com um repertdrio suficiente de tipos de HLA. Recentemente, Nakatsuji
(2010) estimou que uma colecédo de linhas de CEPi unicas, com alelos homozigéticos dos 3
loci do HLA (A, B e DR) poderia permitir uma correspondéncia total para 80-90% da
populacdo japonesa, com uma correspondéncia perfeita (Nakatsuji, 2010). Além disso,
Tamaoki et al. (2010) tentaram usar células estaminais da polpa dentaria para gerar um
banco de CEPi contendo um repertério suficiente de tipos de HLA. Eles também reportaram
a possibilidade de se identificar dadores homozigoéticos para linhas de CEPi humanas, para a
construcdo de tais bancos de tipos de HLA. O prético isolamento e manuseamento das
células da polpa dentéaria pode facilitar a expansdo do tamanho do banco em varios institutos
e estabelecer mesmo um numero de linhas homozig6ticas de CEPi para os 3 loci de HLA
(Tamaoki et al., 2010). Em conclusdo, estabelecer bancos de células estaminais que
contenham células pluripotentes que sdo correspondentes préximas ou compativeis com o
HLA, juntamente com a inducdo de antigenes com tolerancia imunologica especifica, em vez
das terapias imunossupressoras ao longo da vida, é a esperanca para evitar a rejeicao
imunoldgica (Taylor et al., 2011).

6.1 A Reprogramacao é Necessaria para as Terapias Regenerativas?

Juntamente com a discussdo epigenética, outra questdo importante € se € necessario
reprogramar as células de volta ao estado celular estaminal pluripotente ou ndo. Para as
terapias regenerativas a pluripoténcia pode ndo ser um pré-requisito para a geracao de certos
tipos de células diferenciadas.

A transdiferenciacdo experimental das células B em macrofagos e das células
exocrinas pancreaticas em células beta produtoras de insulina fornece bons exemplos para a
conversdo direta de um tipo de célula em outra (Xie et al., 2004; Zhou et al., 2008). Foi
mostrado que a overexpression ou eliminacdo dos fatores individuais de transcricdo mudam o
destino das células em células sométicas (Hochedlinger e Plath, 2009). Além disso, cultivar
as células estaminais em condicGes de cultura definidas pode iniciar os programas de
diferenciacdo (Kocaefe et al., 2010). Recentemente, verificou-se também que a conversao
direta de fibroblastos para neurdnios funcionais, sem qualquer estadio pluripotente prévio, é
possivel (Vierbuchen et al., 2010). Os fibroblastos também foram transdiferenciados em
cardiomidcitos, usando um conjunto de 13 fatores remodeladores de transcricdo e de
epigenesia (leda et al., 2010). Subsequentemente, somente trés (GATA4, MEF2C e TBX5)
foram considerados suficientes para conduzir o programa genético regulador da diferenciacédo
do cardiomidcito (Lin et al., 1997; Garg et al., 2003; Gosh et al., 2009).

Masip et al. (2010) descreveram as “células induzidas transdiferenciadas (iT)” como
uma nova ferramenta para a modificacdo do destino da célula adulta. A interconversdo entre
celulas adultas de diferentes linhagens ontogénicas, por um processo de transdiferenciacéo
induzido, € baseado na overexpression de um Unico ou um cocktail de fatores de transcricao.
Uma vez que ndo hd nenhuma tentativa de atingir através de um estado embrionario
semelhante as células estaminais, as células iT podem fornecer uma alternativa & medicina
regenerativa. Por outro lado, assim como as CEPI, elas também precisam de métodos seguros
transitorios e/ou ferramentas ndo integrantes para a geracdo. Além disso, elas também
precisam de avaliagdo in vivo para determinar a aptidéo da sua transplantagéo e aplicabilidade
na medicina regenerativa (Masi et al., 2010).



Em conclusdo, como afirmou Meissner, a identificagdo de potenciadores putativos,
miRNAs e ARN de large intergenic non-coding (linc) pode ajudar-nos a adquirir
conhecimentos mais profundos para a regulacdo transcricional e o papel das modificagOes
epigenéticas (Meissner, 2010). No entanto, a corrente de informacdo vinda do campo, em
rapida ascensdo, dos ARN ndo codificantes, mostram claramente que estamos longe de
perceber como a maquinaria epigénica opera as células (Meissner, 2010). As CEPi abriram
uma nova era na medicina regenerativa, uma vez que o avango significativo mais desejado na
biologia celular seria o de obter uma resposta regenerativa genuina de uma célula
pluripotente que pode diferenciar-se em quase todos os tipos de células. Além disso, as CEPiI
poderiam quebrar as barreiras da hipotese fundamental da biologia celular. Estas células ndo
s6 mudaram as ideias largamente aceites e profundamente enraizadas sobre as células
terminalmente diferenciadas na biologia do desenvolvimento, mas também nos ajudaram a
perceber como as células usam o seu verdadeiro potencial para produzirem outros tipos de
células. Ao compelirem os limites da biologia convencional, as CEPi abriram uma nova era
para aqueles bidlogos que, mais do que palavras, precisam de algumas férmulas geradas a
partir das leis fundamentais da matematica e da fisica, para perceberem o comportamento
complexo e emergente do comprometimento da linhagem e da pluripoténcia. H& um campo
emergente na biologia da célula, que visa clarificar a insondavelmente complexa interacao
dos genes, ao usar conceitos gerais ou principios da fisica e da matematica para estabelecer
uma solida fundacdo teorica. Esses métodos quantitativos das transi¢cdes de estado da célula
ddo-nos uma oportunidade para orientarmos as futuras experiéncias ao objetivo da dissecacao
e, portanto, dirigirmos os mecanismos de transicdo da células (Hanna et al., 2010).
Poderiamos dizer que as CEPi mudaram as mentes tdo radicalmente que nds podemos estar
prontos para usar 0s nossos backgrounds tedricos de uma maneira diferente.
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Capitulo 7
Nova abordagem para entender a biologia das células
estaminais

Colebrook (2002) afirma que estamos numa era pos-linguistica e necessitamos de
desenvolver teorias e abordagens que ndo sejam dependentes da lingua. Por outro lado, na
biologia, temo-nos dedicado firmemente sé ao uso da linguagem para descrever eventos
extremamente complexos e interativos. Se pensarmos que a matematica é a linguagem da
natureza, entdo deveremos ser capazes de representar e perceber tudo a nossa volta atraves
dos nimeros. Emergem padrfes quando transformamos esses nimeros, de qualquer sistema,
em graficos. Por isso, existem padrdes em qualquer parte da natureza (Aronofsky, 1998). Déa-
se 0 nome de emergéncia a forma como os sistemas e padrdes complexos surgem da
multiplicidade de interacGes relativamente simples, por isso, a emergéncia € central as teorias
dos niveis integrativos e dos sistemas complexos (Corning, 2002).

No entanto, na vigésimo século da ciéncia, eu assumo que nds somos como que
humanos dalténicos em biologia, relembrando a histéria muito didatica de Leon Lederman e
Dick Teresi (1993), no seu livro chamado A particula de Deus. Nesta historia, alguns seres
inteligentes de um planeta imaginario chamado Twilo, que ndo conseguem ver nitidamente o
preto e branco, vém ao planeta numa missdo de boa vontade. Para lhes dar um pouco da
nossa cultura, os anfitrides levam-nos a um jogo do Mundial de Futebol, o evento cultural
mais popular do nosso planeta. Como n&o conseguem ver o preto e branco, eles assistem ao
jogo muito educadamente mas com um ar confuso. Lederman continua:

No que concerne aos Twiloans, um monte de pessoas de cal¢fes curtos esta a correr 0 campo
para cima e para baixo, a chutar inutilmente as pernas no ar, batendo uns nos outros e a cair.
As vezes um oficial sopra um apito, um jogador corre para a linha lateral, fica 14, e estende
ambos os bragos sobre a cabeca enquanto os outros jogadores olham para ele. De vez em
guando o guarda-redes cai inexplicavelmente para o chdo, a multiddo entusiasmasse e um
ponto é atribuido a outra equipa.

Os Twiloans ficaram 15 minutos totalmente mistificados. Entdo, para passar o tempo,
eles tentaram perceber o jogo. Alguns usam classificacOes técnicas. Eles deduziram, em parte
devido &s roupas, que existem duas equipas em conflito uma com a outra. Eles mapearam os
movimentos de varios jogadores e descobriram que cada jogador aparenta ficar mais ou menos
numa certa posi¢do geografica dentro do campo. Eles descobriram que diferentes jogadores
mostram diferentes movimentos fisicos. Os Twiloans, assim como os humanos, clarificam a
sua busca de significado pelo campeonato mundial de futebol dando nomes as diferentes
posicBes de cada jogador. As posicOes sdo categorizadas, comparadas e contrastadas. Uma
grande avanco ocorre quando os Twiloans descobrem que existe simetria em trabalho. Para
cada posicdo da equipa A existe uma contraparte na equipa B.

A dois minutos do fim os Twiloans ja compuseram uma dudzia de graficos, centenas de
tabelas e formulas, e pontuacdes sobre complicadas regras sobre os jogos de futebol. E ainda
gue as regras possam todas estar corretas, embora de maneira limitada, nenhum deles percebeu



a verdadeira esséncia do jogo. Entdo um insignificante Twiloan, que estava até entdo calado,
diz de sua justiga. “Vamos postular,” ele arrisca nervosamente, “a existéncia de uma bola
invisivel.”

“0 qué?”, responde o Twiloan mais velho.

Enquanto os mais velhos estavam a monitorizar aquilo que parecia ser o cerne do jogo, as
idas e vindas dos vérios jogadores e as demarca¢des do campo, o insignificante Twiloan
mantinha os olhos no desenrolar de eventos raros, e ele encontrou um. Imediatamente antes do
arbitro anunciar o resultado, e uma fracdo de segunda antes da multiddo ir ao rubro, o jovem
Twiloan apercebeu-se de uma momenténea protuberancia no fundo da rede. O futebol é um
jogo de resultados curtos, por isso houve poucas protuberancias para se observar, e cada uma
era muito fugaz. Mesmo assim, houve eventos suficientes para que o insignificante nota-se
que a forma de cada protuberancia era hemisférica. Dai a sua barbara concluséo de que o jogo
de futebol estd dependente da existéncia de uma bola invisivel (invisivel, pelo menos para os
Twiloans).

O resto do contingente de Twilo ouviu esta teoria e, embora a evidéncia empirica seja
fraca, apds muita discussdo, eles concluiram que o jovem tinha algo. Um velho estadista do
grupo — um fisico, como se Vvé- observa que as vezes alguns raros eventos sao mais brilhantes
do que uma centena de eventos mundanos. Mas o argumento decisivo é o simples facto de
gue deve existir uma bola. Colocar a existéncia de uma bola, que sem razdo aparente 0s
Twiloans ndo conseguem ver, e de repente tudo faz sentido. O jogo faz sentido. N&o s isso,
mas sim todas as teorias, gréaficos e diagramas compilados durante a Gltima tarde continuam
validos. A bola simplesmente da razéo a regras.

Esta é a extensa metafora para muitos puzzles da fisica e é especialmente relevante para
os fisicos de particulas. N6s ndo podemos perceber as regras (as leis da natureza) sem
conhecermos 0 objeto (a bola) e, sem acreditar num logico conjunto de leis, nés nunca
deduziriamos a existéncia de todas as particulas” (Lederman e Teresi, 1993).

NOs devemos ter uma identidade alien num insondavel complexo sistema de biologia
da célula. De maneira a ganharmos uma perspetiva “nativa”, nds precisamos de pensar e
olhar de maneira diferente para vermos todas as cores e formas. Pode haver varias maneiras
de fazer isto, no entanto, nenhuma pode ser mais colorida e significante como aquilo para que
Benoit Mendelbroth nos chamou atencdo. Mendelbroth assumiu interminaveis repeticdes da
auto-semelhanca para muitas das formas bioldgicas que existem, por exemplo, as arvores;
cada uma das placas de ramificacdo € muito semelhante. O seu livro seminal, The Fractal
Geometry of Nature, foi publicado em 1982. Este vagabundo matematico morreu aos 85 anos,
deixando para trds a geometria fractal, que foi aplicada a fisica, a biologia, as financas e a
muitos outros campos. A sua autodescricdo sumaria o que ele fez pela ciéncia (Hoffman,
2010):

Decidi ir para campos onde 0s matematicos nunca irido porque os problemas eram mal
expostos. Desempenhei um papel estranho que nenhum dos meus alunos se atreveria a
desempenhar.

Olhando para a imagem abaixo, Fig. 7.1, embora seja a preto e branco, eu ndo posso
deixar de pensar na quantidade de sentido da matematica e de previsdo que nds precisamos
em biologia. Seria possivel construir tais células camada a camada? Seria possivel explicar
todos os eventos de todos os niveis dessa construcdo, atraves da ajuda da matematica e da
fisica fundamental?
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Fig. 7.1 Esta imagem € o resultado da forma fractal do z= (z¥c+1) + 1/(z¥c+1)
(Softologvblog, 2011)

Goodwin (1996), no seu livro How Leopard Changed Its Spots, define a unificacdo da
biologia, fisica e matematica:

O resultado é a unificacdo da biologia, fisica e matematicas, que é acelerada pelos estudos nas
ciéncias da complexidade e a realizacdo de que tipos similares da dindmica do comportamento
se criam a partir de sistemas complexos, independentemente da sua composicdo material e
primariamente dependentes da sua ordem relacional — a maneira como as partes interagem ou
estdo organizadas. Deste modo a biologia torna-se mais fisica e matematica, colocando as
percecOes da genética, o desenvolvimento e os estudos evolucionarios em termos
dindmicos mais precisos; a0 mesmo tempo, a fisica torna-se mais biol6gica, mais
evolucionéria, com descrigdes da emergéncia das quatro forcas fundamentais durante as
etapas iniciais do Big Bang cOosmicos, a sequéncia de crescimento das estrelas e a
formacdo dos elementos durante a evolugdo estelar. Em vez da fisica e da biologia
continuarem opostas, a primeira vista como a ciéncia da ordem racional deduzida a partir
de leis fixas da natureza e mais tarde descrita (desde Darwin) como uma ciéncia historica,
a fisica tornou-se mais evolucionéria e generativa, enquanto a biologia se tornou mais
exata e racional. (p. 171)

7.1 Saude Versus Doenca

A transplantacdo da CEPi correta ou diferenciada para tecidos humanos doentes pode ser o
mais desafiante problema para o progndéstico da tecnologia reprogramadora. O derradeiro e
mais desejado objetivo na medicina regenerativa é substituir as células mortas ou nao
funcionais, que causam os sintomas de doencas, por células saudaveis produzidas em
laboratorio (Wilmut et al., 2011). N6s podemos obter grandes quantidades de células e
tecidos de um conjunto especifico de pacientes; no entanto, ainda é incerto se as células que
vém da tecnologia reprogramadora irdo reconstituir os tecidos afetados pela doenca (Saha e
Jaenisch, 2009). Agora, podemos pensar mais profundamente sobre se o corpo humano é uma
maquina onde as pecas avariadas podem ser substituidas por pecas suplentes.

O livro de Goodwin (1996) que acima menciondmos introduz os conhecimentos mais atuais
na teoria e complexidade evolutiva.. Ele define os organismos como:



Os organismos estdo dotados com particularidades fortes que lhes conferem a capacidade
de regenerar e reproduzir as suas proprias naturezas sob condig¢des particulares, enquanto
gue os sistemas inanimados ndo.

Esta é uma propriedade emergente da vida que ndo é explicada pelas propriedades das
moléculas, das quais os organismos sao feitos, porque as moléculas ndo tem a capacidade de
formar um todo a partir de uma parte. O ADN e o ARN podem fazer copias deles mesmos em
condicdes particulares, mas isto € um processo de autocdpia, e ndo um em que um todo mais
complexo é gerado a partir de uma parte. Esta é a principal razdo para gue 0s organismos ndo
possam ser deduzidos aos seus genes ou moléculas. O tipo de organizagdo particular que existe
na acdo dindmica combinada das partes moleculares de um organismo, as quais chamei campo
morfogenético ou de desenvolvimento, estd sempre comprometido em fazer ou refazer-se em
ciclos celulares e explorar o seu potencial para gerar novos todos.

J& recuperamos organismos como as entidades irredutiveis que estdo comprometidas no
processo de geracdo de formas e transformam-se por via das suas qualidades particulares de
acdo e agéncia ou dos seus poderes casuais. Isto inclui particularidades hereditéarias que dao aos
organismos um tipo de memoria, e as relagdes intimas de dependéncia e influéncia entre
organismos e os seus ambientes. O ciclo de vida inclui genes, influéncias ambientais e o campo
generativo num processo singular que se fecha em si proprio e perpétua a sua natureza geragao
apos a geracdo. As espécies de organismos sdo, por isso, espécies naturais, e ndo os individuos
historicos do Darwinismo. Os membros de uma espécie expressdao uma natureza particular
(p176-177).

Sao lendérias as declaracdes de Goodwin, paralelas as do filésofo alemdo Immanuel
Kant, sobre a distincdo entre mecanismos e organismos:

Kant descreveu um mecanismo como uma unidade funcional na qual as partes existem entre si
na execu¢do de uma funcdo especifica... Por outro lado, um organismo ¢ uma unidade
funcional e estrutural na qual as partes existem para e por meio uma da outra na expressao de
uma natureza especifica. Isto significa que as partes de um organismo — folhas, raizes, flores,
membros, olhos, coracdo, cérebro — ndo sdo feitos independentemente e depois montados, como
numa maquina, surgem sim como o0 resultado das interagfes dentro do organismo em
desenvolvimento. Elas s@o unidades funcionais e estruturadas resultantes da dindmica auto-
organizada e autogeradora (pag. 197).

As qualidades emergentes que sdo expressas na forma bioldgica estdo diretamente ligadas a
natureza de organismos como conjuntos integrados, que podem ser estudadas
experimentalmente e estimuladas por modelos complexos nao lineares (pag. 199)

Além disso, Goodwin explica como o nosso entendimento do ser humano influencia a
maneira de se tratar a doenca:

Se 0s humanos estdo a ser percebidos essencialmente em termos dos genes e dos seus produtos,
entdo a doenga é corrigida pela sua manipulacdo. O resultado é a medicina baseada em
medicamentos e aconselhamento genético ou engenharia. Estes podem ser bastante efetivos em
certas circunstancias, mas o tratamento médico baseado nesta abordagem foca-se na doenca em
vez da salde (pag. 205)

Por fim o escritor cita as declaragdes de Ingold (1990):
Os organismos e as pessoas ndo séo o efeito de causas moleculares e neuronais, de genes e
tracos, mas sim casos do desenrolar de todo o campo relacional. Eles sdo formados por relactes

gue nas suas atividades criam uma nova.

Tais ideias inovadoras precisam de ultrapassar fortes entraves por parte dos bidlogos
celulares que sdo muito leais as teorias convencionais da vida. Felizmente, essas ideias estdo



a surgir, tanto quanto possivel, com matematica e fisica simples.

7.2 Mudanca de Paradigma: Reprogramacao como um Processo Raro, mas
Robusto

Durante o desenvolvimento existe uma perda gradual da poténcia diferenciativa, seguindo-se
da totipoténcia para pluripoténcia e multipoténcia em linhagens de células comprometidas
para a diferenciacdo terminal (Hemberger et al., 2009). Este pensamento foi, durante muitos
anos, largamente aceite e profundamente enraizado na biologia de desenvolvimento, uma vez
que, quando uma celula se diferencia terminalmente e se torna comprometida com uma
linhagem, ela perde o potencial de produzir outros tipos de células (Huang, 2009).

Nos finais da década de 1950, Waddington introduziu o termo epigenética para
descrever o desdobramento do programa genético de desenvolvimento. Para Waddington, a
epigenética ndo era muito diferente da embriologia, mas foi uma teoria de desenvolvimento
que propds que o embrido prematuro era indiferenciado e ele mudou-a para epigenética
(Waddington, 1959). A sua paisagem epigenética € uma metéafora para representar a forma
como as decisdes do desenvolvimento sdo feitas. Uma metafora comum era uma bola
colocada numa paisagem, onde a forma da paisagem “atrai” a bola fazendo com que ela siga
certos canais e termine em certos sitios (Fig. 7.2). Esses pontos mais baixos representam o
eventual destino da célula, ou seja, o tipo de tecido. Todas as células no embrido evoluiriam
de acordo com as mesmas leis, mas devido & existéncia de sinais indutores, as células em
diferentes regides seguiriam diferentes caminhos e terminariam em diferentes atractores, o
que pode ser elegantemente associado com diferentes estados da diferenciacéo terminal. Uma
vez no seu vale final, a bola ndo pode atravessar facilmente a montanha para outros vales ou
voltar ao principio (Waddington e Robertson, 1966; Slack, 2002).

Uma vez que as experiéncias NT mostraram que o nucleo da grande maioria, se ndo
de todas, as células adultas retém a plasticidade nuclear e pode ser reiniciado para um estado
embrionario (Byrne et al., 2007), a recente reversdo inovadora desta assumida e potencial
irreversibilidade do processo evolutivo, pela derivacdo das CEPi de rato, a partir de
fibroblastos dérmicos, surpreendeu muito bidlogos celulares (Takahashi e Yamanaka, 2006).
Enguanto a metafora da paisagem epigenética de Waddington esta disponivel para perceber o
estado da diferenciacdo da célula, mais explicacfes sdo necessarias para perceber a natureza
molecular e as barreiras epigenéticas para a reprogramacéo. E 6bvio que a determinacio do
destino da célula e a reprogramacdo sao sistemas complexos, pela emergéncia de padrdes de
sinais genéticos e epigenéticos divergentes.

Fig. 7.2 Na paisagem de
‘Waddington [da referéncia
Waddington (1957] a bola
representa um ovo fertilizado
totipotente. Ele ira diferenciar-se
em varias linhagens enquanto a
bola rola pelo vale.




7.3 Do Reducionismo para o Todo

Como Sui Huang (2011) afirmou claramente, as vias moleculares, tipicamente
esquematizadas sob a forma de um diagrama de setas (A > B —=>C —>etc.), representam
cascatas bioquimicas e sdo vistas como a personificacdo molecular de cadeias para muitos
dos fendtipos celulares. Por isso, os investigadores preferiram usar esse diagrama de setas de
maneira a explicarem as decisdes do destino da célula, levando a descrever muitos fenotipos
celulares. No entanto, o grande fluxo de dados da expresséo do genoma, a par com muitos
dados “omics”, enfraqueceu muito esta confortavel nocao. Estes recentes dados despoletaram
a insondavel complexidade das redes moleculares com as suas impenetraveis densidades e,
por isso, as abordagens redutivas dos diagramas de setas da biologia celular perderam a sua
clareza e simplicidade (Huang e Wikswo, 2006). Impedir o desenvolvimento de conceitos
para a compreensao das partes coletivas é a maior complicacdo de esforgcos para descobrir a
pluripoténcia e os seus alvos moleculares. A necessidade de abordagens integrativas, sob a
forma de redes, comecou a ser percebida entre os cientistas em meados do século XX
(Kauffman, 1969). Hoje, os comportamentos coletivos emergentes, por exemplo,
pluripoténcia versus comprometimento de linhagem, podem ser explicados pelas escolhas
binéarias embutidas ao nivel do regulamentar comportamento da rede celular projetada, o que
estd longe da simples explicacdo casual linear (Huang, 2011).

Sui Huang, um dos pioneiros da biologia sistémica, esta a oferecer padrdes ou
principios simples e generalizaveis, que podem ser apreendidos pelas mentes humanas que
ndo resistem a complexidade das interacdes moleculares. Este fundamento tedrico esta
disponivel para satisfazer a nossa compreensao intuitiva, pela consisténcia com os principios
fisicos e matemaéticos (Huang, 2011).

Huang (2004) tentou estabelecer um quadro de trabalho pedagdgico para descrever as
fontes dos estados celulares, através da ajuda de sistemas dindmicos integrados complexos de
alta dimens&o. Huang usou o natural e esperado carater de pluripoténcia “o ponto de partida”
para explicar a raridade e robustez dos eventos de reprogramacéo (Figs. 7.2, 7.3).

De forma a percebermos o basico da teoria dos sistemas dinamicos, precisamos de nos
familiarizar com os estados espaciais, 0s atractores e as redes reguladoras. Por isso, podemos
pegar na bola da paisagem de Waddington e de atira-la para dentro de uma taca. A bola ira
andar a volta na taca até que, eventualmente, acabe por repousar no ponto mais baixo da taga.
Na dinamica de sistemas esse ponto ¢ chamado de atractor (porque a bola foi “atraida” para
esse ponto). Sem grandes perturbacdes, o sistema acaba preso num atractor particular. Agora,
toda a bola € o que a dinamica de sistemas chama de bacia de atracdo desse sistema
(Kauffman, 1993). Em biologia celular, as bacias estdo separadas por alguns estados
instaveis, o que constitui as barreiras epigenéticas. Assim que um atractor for atingido, o
padrdo de expressdo associado € mantido (Huang, 2009).

O estado espacial é simplesmente um mapa imaginario de todas as possibilidades
abertas ao sistema, por exemplo, para uma moeda atirada so existem dois pontos, a cara e a
coroa. Na biologia celular séo os circuitos reguladores do gene. Se para um circuito biestavel
regulador do gene, por exemplo, o gene 1 (incondicionalmente) inibe 0 gene 2 ou vice-versa,
S0 ha 2 possibilidades: X; > X, ou X; < X, (Fig. 7.4a). Este 2-gene particular gera dois
estados atractores distintos: Sa tem o padrdo de expressdo X; > X, € 0 Sg tem 0 padrdo
complementar X; < X,. Uma vez que os dois atractores podem coexistir dentro das mesmas
condi¢des ambientais, o circuito é considerado biestavel. Os estados atractores sdo robustos,
“auto-estabilizadores”, estados distintos (Fig. 7.4b) (Huang, 2009, 2011).
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Fig. 7.3 llustracdo da coexisténcia da raridade e robustez na reprogramacdo do estado pluripotente
(“jumping back™). Repare nos ‘“‘subatractores” (‘“wash board potentials”) como manifestacdo da
robustez da paisagem epigenética, que impde estados intermédios que reduzem a velocidade dos
eventos de reprogramagéo (com permissdo de Huang, 2009).

Huang (2011) sumariza a dinamica de rede da seguinte forma:

Um estado abstrato de rede S(t) (X1, X2,..., X,,) no momento t, que também representa um
perfil particular da expressdo do gene, portanto, o estado de um célula, é mapeado para
um certo objeto caraterizado pela sua posicéo.

Uma rede inteira e 0 seu estado S, no momento t, aponta para um ponto no espaco de
estado. A trajetoria no espaco de estado captura as mudancgas coordenadas na expressao do
gene, como ditado pela rede regulamentar do gene. Uma vez que a rede de estado S também
representa um perfil de expressdo do gene, que por sua vez determina o fenétipo da célula,
uma trajetoria segue a mudanca no fenotipo da célula. A trajetéria do espaco de estado &, por
isso, um curva especifica que realmente representa um processo de desenvolvimento, como a
diferenciacdo. Ao contrario de uma seta num diagrama de rede ou um “pathway”, que ¢é
somente um simbolo estenogréfico que foi sobre interpretado como uma explicagéo casual em
biologia, a seta no estado de espaco ou trajetéria (Fig. 7.4c) é uma entidade fisica formal e
representa um processo bioldgico na sua totalidade; é um caminho verdadeiro.

Uma vez que todas as medidas sobre as redes moleculares sdo fotos de um momento
fixo, tem de se ignorar as variagdes funcionais completamente potenciais. Se imaginarmos
uma rede reguladora de gene como um estado de gene de expressfes flutuantes, mesmo
dentro de populagdes de células homogéneas, ter uma ideia clara acerca do estado funcional
das células, usando valores de expresséo mARN vindos da analise microarray de ampla
variedade, ndo seria ideal ou realista (Fig. 7.5).

Se voltarmos a paisagem epigenética de Huang (2009), na figura 7.3, somos capazes
de ver que, na perspetiva dindmica, as células individuais, em populac¢fes clonais, mostram
flutuacbes nos seus niveis de expressdo dentro da bacia do atractor e as células que a uma
certa altura estdo proximas do aro da bacia sdo mais recetivas aos sinais de diferenciagdo que
as expulsam do atractor celular estaminal ou desestabilizam este dltimo. Globalmente, os
esforgos para induzir as vias de diferenciacdo em células somaticas ou embrionérias indicam
que uma vez excedidas as barreiras epigenéticas por qualquer evento reprogramador, entéo o
destino da célula muda (Hochedlinger e Plath, 2009). Se as células estaminais contém uma
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Fig. 7.4 A transformagdo da abordagem seta a seta para o sistema bioldgico, que usa estados espaciais,
trajetdrias e atractores. a. Arquitetura de dois inibidores mituos de genes e exemplos dos circuitos reguladores
de gene, usando as mesmas decisdes bindrias para a diferenciacdo em muitas células multipotentes. b. A linha a
tracejado representa a separacéo, dividindo os estado espacial na base de atracdo. Em baixo: Representacao
esquematica simplificada, obtida a partir da seccdo da cruz ao longo da linha a tracejado *...*. ¢ Qualquer
ponto no espaco representa um estado de rede (tedrica) S no tempo t, definida pelo valor de expressao x da sub-
rede de dois genes, S = (X, X,) (gene-padrdo de expressdo) no tempo t. Uma vez que, como a maioria dos
estados, eles ndo representam uma rede de estados estaveis; consequentemente eles movem-se em estados
espaciais ao longo de trajetorias (linhas sélidas) que levam ao estado atractor estavel. A trajetoria representa o
movimento do estado que manifesta a relagdo regulatdria ¢X; inibe X,’ — no entanto, é modelada por outras
entradas da rede. Todos, os estados S; e S, e a trajetdria perturbada, se encontram dentro da regido estado-

espaco que ‘drena’ para o atractor particular S*; consequentemente, todos eles se encontram dentro das sua base
de atracdo (com permissdo de Huang, 2009 e 2011).

mistura heterogénea de micro estados, um para cada destino distinto, entdo transitar para cada
um num equilibrio dindmico (dentro da base do atractor) é altamente possivel, quando
nenhum sinal de aviso externo de cometimento de destino esta presente (Huang, 2009).

t

(b)

Fig. 7.5 Se considerarmos as expressdes do gene num instante de um mar agitado (a), a expressdo de
cada gene individual X; para Xy flutuaria em cada minuto consequente (b), embora o fen6tipo da



célula seja estavel numa base de flutuacGes de limites permitidos (c). Em vez de descrever as
interacOes dos genes de uma maneira seta-seta, uma representacdo gréfica de toda a rede daria um
ideia melhor através de um sistema dindmico como uma rede molecular (d). (A representagdo grafica
em d é mostrada com a permissdo do Dr. Sui Huang)

Desde que Ying et al. (2008) apresentou que as CEE tém um programa inato para a auto-
replicacdo, que ndo requer instrucdo extrinseca; o carater de estado base da pluripoténcia
pode ser aceite como o estado natural por defeito. Entdo, com a ajuda do complexo sistema
dindmico de alta dimensdo, de Huang (2009), n6s podemos perceber porque a reprogramacao
de pluripoténcia é robusta, mas, no entanto, rara:

Uma vez que o estado pluripotente é um estado atractor com uma bacia bastante grande de
atracdo, é robusto - um estado fundamental.

E a raridade dos eventos de reprogramacéo podem ser explicada devido a robustez da
paisagem do atractor:

Somente uma pequena fragdo de células na populagdo, isto é, aquelas cujo mapa do
microestado de flutuacdo que, num padrdo de expressdao do gene, preenche algum
requerimento de escorvamento, pode realmente ser suscetivel para a natureza dos sinais de
reprogramacéo. (Fig. 7.3) (Huang, 2009).

Fig. 7.6 Componentes do dente. Os odontoblastos, os ligamentos periodontais e 0s osteoblastos estéo
a secretar células de trés tecidos relacionados, a dentina, a membrana periodontal e o 0sso alveolar



7.4 Mais Consideracdes Futuras

E 6bvio que a diferenciagdo e o cometimento de linhagem garantem um modelo de estado
fundamental. Se se pudesse empurrar as celulas oncogénicas fechadas para um lugar comum,
os caminhos de diferenciacdo imitadores seguiriam as vias através da especificacdo celular
apontada a identificacdo do primeiro percursor de linhagem. Por exemplo, os dentes e 0 0sso
alveolar podem servir como um modelo para pesquisar tais estreitas vias de diferenciacao,
uma vez que ha tecidos especializados muito préximos numa localizacdo anatomica. Esses
tecidos sdo o0 0sso alveolar da mandibula, o ligamento periodontal, o cimento e a dentina da
raiz do dente, que sdo secretados por células muito relacionadas: os osteoblastos, 0s
fibroblastos dos ligamento periodontais, 0s cementoblastos e odontoblastos, respetivamente
(Fig. 7.6).

Sdo todos de origem mesenquimal, exceto os odontoblastos que tém origem
neuroectodérmica (Koussoulakou et al., 2009). Embora esses tecidos mostrem muitas
diferencas funcionais e fisiologicas, ndo h& marcadores especificos disponiveis para
identificar as suas especificidades. Por outro lado, as propriedades mesenquimais das células
estaminais dos ligamentos periodontais e as células da polpa dentaria sdo quase idénticas
(Huang et al., 2009). As células estaminais da polpa dentaria mostram uma diferenca clara
das outras células estaminais dos estromas do cordao umbilical de origem
mesenquimal (Oktar et al., 2011). No entanto, as tentativas de reprograma-las para o estado
iPS mostraram variados fendtipos que podem ser moderados através de passagens (Fig. 7.7)
(Yildirim, observagdes ndo publicadas). Seria interessante investigar se essas discrepancias
morfoldgicas refletem os estados epigenéticos de diferentes, mas muito proximas de origens
celulares, que surgem.

reprogramacgao

Fig. 7.7 Reprogramacao das células estaminais altamente cologénicas, derivadas da (a) polpa dentaria
decidua (Dec), (c) ligamento periodontal (PDL), pertencente a um dente permanente, e (e) polpa
dentéaria do mesmo dente permanente (Per), originou colénias de CEPi, que sdo morfologicamente
diferentes (b-f)
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Capitulo 8
Conclusao

No inicio a tecnologia da reprogramacdo celular surpreendeu muitos bidlogos. As CEPI
causaram uma Verdadeira revira volta na biologia celular; as células podem ser
reprogramadas no seu estado embrionario sempre que seja preciso. As técnicas evoluiram
muito rapidamente e, hoje em dia, existem investimentos tremendos para o desenvolvimento
robusto e caminhos especificos para gerar células pluripotentes ideais. No entanto, para se
obterem as linhas pluripotentes, a sua diferenciacdo subsequente e caracterizacao, técnicas
validas e reagentes, de maneira a atingir uma grande qualidade e células progenitoras validas,
€ necessario estas sejam mantidas sob condi¢des controladas. Embora esses processos
estejam a ajudar muito a resolver o maior problema da medicina, eles estdo também a levar-
nos a refletir mais profundamente sobre a satde versus doenca. Ainda assim, as CEPI teriam
profundas implicacGes tanto para a pesquisa basica, como para as terapéuticas clinicas, ao
proverem um sistema modelo especifico do paciente para se estudar a patogénese da doenca e
0 teste da efetividade dos agentes farmacoldgicos, assim como proverem recursos amplos de
células autologas que poderao ser usadas na transplantacao.
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Preface

“The world is changing” is a classical concern for people over forties. However,
the era we live is a little bit different than the previous generations. We are more
likely in between classical and contemporary or between fictions and facts. Change
is unbearably fast and the story of biology is still far from to be completed. It is
only a few weeks ago (September 22, 2011) particle physicists on the particle
detect or named “Oscillation Project with Emulsion-tRacking Apparatus
(OPERA)” experiment detected neutrinos traveling faster than light. Although it is
too early to declare Einstein’s theory of special relativity is wrong, results would
be said being so revolutionary at least. The same has happened in cell biology in
2006. Shinya Yamanaka and his team discovered that the completely differentiated
somatic cell could exert its embryonic stem cell state potential with the available
conditions. The method for turning a somatic cell to a pluripotent one was rela-
tively easy, at least easier than one could imagine till Yamanaka’s paper. They
named those cells as induced pluripotent stem cells (iPSCs).

Science is used to have such sudden pulses. However, there is always a
resistance to unexpected changes. It generally takes longer time than necessary to
interpret the discoveries having results that are applicable to many situations.
Some scientists want to directly apply those results to a daily life as quickly as
possible, while the others, whom being fascinated by reaching one more level of
endless mystery, display a tendency to beware there is actually more. However,
some with a special consciousness embark through explorations of unknown
realities.

The discovery of iPSCs brought about all. Now many researchers are trying to
refine the technique to serve those cells to restore human health. Some of them are
trying to reach the furthest point in the dark corridors of cell biology, while they
are aware that the battery of their torch is pushing its limits. However, very few of
them opened a completely renewed era in biology by mathematical biology.

This manuscript is trying to explain the fundamentals behind the iPSCs and its
applications. Most importantly, it attempts to show why we have to use mathe-
matics to go further with iPSCs or another yet undiscovered cells. The theories of
Stuart Kauffman and Sui Huang pointed out the ways to solve many problems in



vi Preface

cell biology and are being pored over by many people to quench their intellectual
thirst. Dr. Huang is showing bravely how impossible to fathom by common sense
of all data flooding from ‘omics’ works of biology. Fortunately, he is using general
concepts or principles of physics and mathematics to establish a firm theoretical
foundation.

Researchers from my team started from tooth regeneration and inescapably
ended up with stem cell biology. I individually had begun to be involved in
microbial aspects of dental diseases. Now I am being captivated by complexity and
system biology, because it is hard not being exposed to the emergent patterns of
every system that has a common connection: mathematics. Obviously iPSCs are
providing great tools to study every aspects of biology, fundamentals through
applications. In conclusion, iPSCs opened minds of scientist by showing that we
should compel our imagination limits to see more.

I am grateful to Sui Huang for his generous and humble guidance. Thanks to
Kursat Turksen to find me sufficient to write this manuscript. Thanks to Springer’s
publishing team, especially to Renata Hutter and Aleta Kalkstein for their kind
assistance. Thanks also to Kamil Can Akcali who encouraged me to follow my
instincts. Last but not least thanks to Muammer Saglam for his unconditional love
that led me to feel the light.
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Chapter 1
Introduction

Although cell fates during development are neither restrictive nor imeversible,
interestingly enough the deeply rooted attitude in cell biology has been that the
terminally differentiated cells have lost the potential of producing other cell types
(Huang 200W). The first study showed that the nuclei of frog blastula cells could
produce complete embryos when transplanted into enclosed embryos (Briggs and
King 1952). Only a few years later Gurdon et al. (1958) reprogrammed fully
differentiated intestinal cells from Xenopus by frog oocytes. It wok 20 years of
incubation for Evans and Kaufman to publish the successful isolation of embry-
onic stem cells (ESCs) in 1981 (Evans and Kaufman 1981). Although changing a
somatic cell fate was achieved using frog oocyies, somatic cell nuclear transfer
(NT) could not be succeeded in other species until late 1990s. Then Wilmut et al.
(1997} cloned sheep Dolly. The first successful dervation of human ESCs was
reported a year after (Thomson et al. 1998). However, ethical complications and
paueity of human egg cells for research purposes, extremely low efficiency, high
technical difficulty levels and aberrant ploidy caused researches on ESCs much
more controversial than expected (Walia et al. 2011).

Eadier studies showed that the “terminally differentiated’ state of human cells
was not fixed, but could be altered, and the expression of previously silent genes
typical of other differentiated states could be indoced (Blau and Balimore 1991;
Bhutani et al, 2010; Yamanaka and Blau 2010). Accordingly, pluripotent stem cell
lines can be generated directly from completely differentiated adult somatic cells
using alternative approaches, such as nuclear transfer, cell fusion and direct
reprogramming. When a nucleus from a differentiated somatic cell is transplanted
into an enucleated oocyte, nuclear reprogramming is initiated, leading to cloning
of the original somatic cell. These experiments clearly showed that cell special-
ization needs only change in gene expression, not in gene content and this process
of differentiation can be fully reversed (Y amanaka and Blau 2010). Heterokaryons
constitute another complementary approach to noclear reprogramming and it
involves cell fusion, in which two or more cell types fuse to form single entity, It
has been shown that reprogramming in heterokaryons was influenced by DNA
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methylation status, tissue of origin and the relative ratio of nuclei that dictates the
balance of megulators (Blau and Baltimore 1991; Zhang et al. 2007). By using
interspecies heterokaryons (mouse ESCs, human fibroblasts) Bhutani et al. (2010)
have showed that mammalian AID is required for active DNA demethylation and
initiation of nuclear reprogramming toward pludpotency in human somatic cells
(Bhutani et al. 2010).

Intense effort to identify the master transeription factor of cell phenotypes have
been exerted to support the idea that a small number of master transcription factors
can control cell state in varous cell types including reprogramming and trans-
differentiation (Young 2011). Only in 2006, attempts to identify the main regu-
lators of the ESC state was reached to a plateau with the study of Shinya
Yamanaka and colleagues who showed that a combination of only four tran-
scrption factors could generate ESC-like pluripotent cells from mouse fibroblasts
(Takahashi and Yamanaka 2006). These generated cells are called induced plo-
ripotent stem cells (iPSCs). The discovery of factor-directed reprogramming had a
seismic effect on stem cell biology and its potential application (Wilmut et al.
2011). Today many fundamental systems in biology are changing to accept that
mature body cells could be reverted to an embryonic state without the help of eggs
or embryos.

Thence, reprogramming not only sidesteps the necessity of using embryos to
collect and culure ESCs, but also comes with the additional expected advantage of
circumventing the immunological problems associated with engrafiment, which
includes transplant rejection and graft versus host disease. On the other hand the
efficacy of the wchnigue is just a wide place in the mad. There are still many
technical roadblocks in the process. This review will focus on the story of iPSCs
that opened a new era in cell biology only in the very beginning of 2000,
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Chapter 2
Pluripotent Cells

2.1 Different Pluripotent Cells

The defining properties of ESCs are the ability to proliferate indefinitely without
commitment to any cell lineages (self-renewal) and the capacity to differentiate
into cell lineages from three germ layers (pluripotency) (Evans and Kaufman
1981; Thomson et al. 1998). ESCs were the first pluripotent cells isolated from
normal embryos derived from the inner cell mass (ICM) of preimplantation
embryos (Evans and Kaufman 1981). Mouse ESCs (mESCs) contribute cells to the
three germ layers and to the germline of chimeric animals when injected into
mouse blastocysts. However, there are distinguishing molecular and biological
characteristics between ESCs and their in vivo counterparts of the ICM. Cells of
the ICM do not self-renew, and they have globally hypomethylated genome
(Santos et al. 2002), whereas, ESCs have unlimited proliferation potential and they
have characteristically highly methylated genome (Meissner et al. 2008).

Although the first mESC lines were derived 25 years ago using feeder-layer-
based blastocyst cultures, subsequent efforts to extend the approach to other
mammals have been relatively unsuccessful. Human ESCs (hESCs) could only be
isolated in 1998 (Thomson et al. 1998). Mouse and human embryonic stem cells
share similar features such as their ICM origin and pluripotency. On the other
hand, they do have differences. The differences are related to their morphology,
marker expression, transcription factor binding activities and growth factor
requirements in culture conditions. mESCs depend on leukemia inhibitory factor
(LIF) and bone morphogenetic protein (BMP), whereas hESCs rely on activin and
fibroblast growth factor (FGF) (Thomson et al. 1998).

In 2007, two independent groups showed that pluripotent cells could also be
derived from the epiblast of the implanted embryo (Brons et al. 2007; Tesar et al.
2007). Mouse epiblast stem cells (EpiSCs) are derived from the post-implantation
epiblast of day 5.5 embryos in the presence of bFGF and activin (Tesar et al. 2007).
Although EpiSCs are able to differentiate in vitro into the teratomas including tissues
belonging to the three embryonic germ layers, they do not contribute to chimeras.
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Table 1 Different types of pluripotent cells and antagonistic actions of same signaling pathways
on different states of pluripotency

hESC EpiSC mESC
Pluripotency state ICM-like Post-implantation ICM-like
epiblast-like
Maturity state Primed Primed Naive
Morphology Flattened monolayer Flattened monolayer Dome-shaped
Culture conditions Activin A/bFGF Activin A/bFGF LIF/BMP4
2i
Pluripotency Teratoma formation Teratoma formation Tetraploid
confirmation complementation
status Germline contribution
X chromosome XaXi XaXi XaXa
inactivation
BMP signaling Induces Induces (+LIF) Stabilizes

differentiation differentiation

TGF-f & FGF2 Support renewal Support renewal Induces differentiation
ERK1/2 pathway Requires Requires Self-renewal is enhanced by
signaling inhibition

Interestingly, hESCs share defining features with EpiSCs, yet are derived from
preimplantation human embryos (Nichols and Smith 2009) (Table 1).

Pluripotent cell lines have also been derived from other embryonic and adult
tissues. Embryonic germ cells (EGCs) have been derived from the primordial germ
cells (PGCs) of the midgestation embryo (Matsui et al. 1992) and adult germline
stem cells (male germ cells and spermatogonial stem cells) (Surani 1999) have
been generated from explanted neonatal (Kanatsu-Shinohara et al. 2004) and adult
(Guan et al. 2006) mouse testicular cells.

Moreover, in 2008 Chou et al. reported distinct pluripotent cells derived from
blastocyst, which were defined by FGF2, activin and BIO. The authors called those
cells FAB-SCs and showed that they share EpiSCs markers. However, FAB-SCs
were unable to differentiate unless exposed to LIF/BMP4 (Chou et al. 2008).

With the discovery of EpiSCs, there is an emerging concept that different
pluripotent states could exist, and knowledge of both transcriptional networks and
signaling pathways has been vital for the precise description and dissection of the
pluripotent state.

2.2 Transcriptional Networks and Signaling Pathways
of Pluripotency

Different pluripotent cell types can be characterized and classified by their dif-
ferent growth requirements, developmental properties and pluripotency states
(Table 1):
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1. ICM-like pluripotent state: ESCs derived from ICM, embryonic germ cells and
male germ cells or spermatogonial stem cells.
2. The post-implantation epiblast-like state: EpiSCs

These two states depend on signaling pathways that often antagonize each other
(Hanna et al. 2010b). On the other hand, Nichols and Smith designated pluripotent
cells as na and primed according to their maturity state of pluripotency (Nichols
and Smith 2009). Isolated from the ICM of preimplantation blastocyts in the
presence of LIF and BMP, mESCs fulfill all criteria of pluripotency. Therefore,
they have been accepted as they are in “na” pluripotent state. On the other hand,
EpiSCs are referred to as “primed” pluripotent cells because they exhibit only
some pluripotency criteria.

Apart from the contribution to blastocyst chimeras, there are more differences
between na and primed pluripotent states (Table 1): While na pluripotent cells
show low susceptibility for primordial germ specification and high single-cell
clonogenicity, primed cells display the reverse. While mESC colonies display
compact dome-shaped morphologies, both hESCs and EpiSCs grow as a flat
monolayer and the positive regulators of both the states are WNT and IGF. Na
pluripotent cells require LIF/Stat3 and BMP4 signaling, whereas primed plurip-
otent cells need TGF-p, activin, FGF2, ERK1/2 signals. Interestingly enough, the
two signals antagonize each other: BMP4 in EpiSCs and TGF-f, activin, FGF2,
ERK1/2 in na cells induce differentiation. Na pluripotent cells generally do not
express lineage specification markers (FGF5, Blimpl, Cer 1). However, these
markers are positive in primed state cells with heterogeneous expression pattern.
Moreover, primed pluripotent cells express MHC class I antigen, while na state
cells do not. Na ESCs carry two active X chromosomes (XaXa) in female cells; in
contrast primed EpiSCs have already undergone X chromosome inactivation
(Nagy et al. 1990; Thomson et al. 1998; Ying et al. 2003; James et al. 2005; Brons
et al. 2007; Tesar et al. 2007; Ying et al. 2008).

These studies proved that extrinsic stimuli are dispensable for the derivation,
propagation and pluripotency of ESCs. They also showed that the cells have an
innate program for self-replication. Ying et al. demonstrated that LIF and BMP
could be dispensed with inducing inhibitors of particular signaling pathways. LIF
and small molecule inhibitors of two protein kinases, ERK 1/2 and GSK3f (termed
“21”) can replace serum by stimulating the WNT pathway. Therefore, 2i allows
the maintenance of ESCs in fully defined medium without embryonic feeder cells.
The results have been interpreted as the indication that the pluripotent and self-
renewing state of ESCs is a “ground state”, that is, a natural default state that need
not be actively maintained (Ying et al. 2008).

Taken together, hESCs, EpiSCs and mESCs manifest themselves as potentially
distinct cell types and hESCs may be most closely related to the post-implantation
human epiblast (Wilmut et al. 2011). The generation of na hESCs will allow
creating new opportunities for patient-specific researches. On the other hand, Guo
et al. (2009) examined interconversion between mESCs and EpiSCs. They showed
that when mESCs exposed to bFGF they could readily become EpiSCs. However,
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EpiSCs do not change into ESCs with defined culture environment. Only forced
expression of Kl1f4 in the presence of LIF and BMP could promote the conversion
of EpiSCs into ESC-like cells (Guo et al. 2009). Another group, Bao and
colleagues (2009) showed the reprogramming of advanced epiblast cells from
embryonic day 5.5-7.5 mouse embryos to ESC-like cells in response to LIF-
STATS3 signaling. The authors also reported that those reprogrammed ESCs could
contribute to somatic tissues and germ cells in chimaeras unlike EpiSCs (Bao et al.
2009). Taken together, it is obvious that modulation of signaling by environmental
changes are sufficient to interconvert these closely related cell types indicating that
extrinsic growth factors could be dispensable for sustaining the pluripotent state
(Ying et al. 2008). Moreover, Hanna et al. (2010a) converted ESCs into a more
immature state with an active X-chromosome (XaXa) by ectopic induction of
Oct4, KIf4 and KIf2, combined with LIF, GSK3f inhibitor and MEK inhibitor
(Hanna et al. 2010a). These converted hESCs have similar growth properties, gene
expression profiles and signaling pathway dependence with mESCs. Intriguingly
enough, the recent establishment of preimplantation-derived EpiSCs cultured in
human ESCs culture conditions supports this idea (Najm et al. 2011). It was also
shown that hESCs with two active X chromosomes (XaXa) could be generated
under hypoxic (5% oxygen) conditions (Lengner et al. 2010).

While the na and primed pluripotent states are inconvertible into each other and
can be stabilized by appropriate culture conditions, these states have not been
observed to coexist stably in the same culture conditions in both mouse and
humans. However, it has been proposed that specific extrinsic and intrinsic factors
can induce transitions between the states. Although the na state captured by Hanna
et al. could be maintained only for limited passages, this study giving clear ideas
about growth conditions should be improved in order to resume na ground state in
genetically unmodified human cells (Hanna et al. 2010b).

Considerable research effort has been exerted to dissect the molecular functions
of core pluripotency factors in the maintenance of pluripotency and establishment
of a molecular association among pluripotent cell types. As already mentioned,
since there has been important progress in dissecting culture-mediated signaling
pathways; now the time is ripe to understand how signaling can be integrated to
the transcriptional network.

2.2.1 Transcriptional Network of Pluripotency

ESCs have been investigated by very large-scale genomics and protein-DNA
interaction studies to mechanistic studies of individual transcription factors. In
addition to signaling requirements, particular transcription factors play major roles
in establishing and maintaining pluripotency.

The most critical transcription factors of pluripotent state in ESCs are Oct4,
Sox2 and Nanog and they are called the core transcription factors (Silva and Smith
2008). Transcription factors recognize specific DNA sequences and either activate
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or prevent transcription. They bind both to promoter-proximal DNA elements and
to more distal regions (Young 2011).

Initial specification of pluripotent cells in vivo requires Oct4 expression (Nic-
hols et al. 1998). While losing Oct4 expression leads to trophoectoderm differ-
entiation, higher levels induce differentiation to mesoderm and endoderm (Niwa
et al. 2000). Oct4 functions by forming heterodimer with Sox2 in ESCs. Sox2
binds to DNA sequences adjacent to the Oct4 binding sites (Avilion et al. 2003;
Chambers and Tomlinson 2009). Sox2 is required for epiblast maintenance. Na-
nog, on the other hand, promotes a stable undifferentiated ESC state and it is
needed for pluripotency to develop in ICM cells (Silva and Smith 2008). ESCs
deficient in Nanog genes are more prone to differentiate but do not lose pluripo-
tency per se. Nanog is essential for pluripotent cell specification during normal
development and induction of pluripotency to finalize somatic cell reprogramming
during induction of pluripotency (Theunissen and Silva 2011). Theunissen and
Silva proposed that Nanog acts as a molecular switch to turn on the na pluripotent
program in mammalian cells (Theunissen and Silva 2011).

Young has also suggested recently that there are two dominated concepts for our
understanding of the core transcription factors in control of ESC state (Young 2011):

(1) The core transcription factors function together to positively regulate their
own promoters, forming an interconnected autoregulatory loop.

(2) The core factors co-occupy and activate expression of genes necessary to
maintain ESC state, while contributing to repression of genes encoding line-
age-specific transcription factors whose absence helps prevent exit from the
pluripotent state.

This interconnected autoregulatory loop could generate a bistable state for ESC:
when the factors are expressed at appropriate levels positive-feedback-controlled
gene expression program takes action. Alternatively, when any one of the core
transcription factors is unavailable, functionally differentiation program is acti-
vated (Young 2011).

In recent years, there have been considerable efforts to understand pluripotency
in a genome-wide manner as well as on a systems level to provide a global
understanding of the ground state of ESC state and differentiation. Thus, the
discovery of reprogramming of somatic mammalian cells into pluripotent state by
overexpression of only four transcription factors had a tremendous effect in
understanding the basic cell biology.
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Chapter 3
Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs)

3.1 Generation the First iPSCs

Takahashi and Yamanaka (2006) showed that overexpression of defined tran-
scription factors can also convert cells (or nuclei) to pluripotent state. The idea was
the factors that maintain pluripotency in ESCs might induce pluripotency in
somatic cells. They tested 24 transcription factors on the basis of their important
roles in mESCs. They introduced combinations of those genes into mouse fibro-
blasts through retroviral transduction. The cells were carrying an antibiotic-
resistance gene that would only be expressed when F-box protein 15 gene
“(Fboxol5) was turned on. They designed this experiment so that this antibiotic-
resistance gene could also be turned on if pluripotency was induced by the
combination of 24 candidate genes. Surprisingly they found that only four of these
factors were sufficient to generate ESC-like colonies. The combination of genes
was octamer 3/4 (Oct4, also known as Pou5fl), SRY box-containing gene 2
(_pr%), Kruppel-like factor 4 (KIf4) and c-Myc (later called OKSM). These
reprogrammed cells were called as induced pluripotent stem cells (iPSCs)
(Takahashi and Yamanaka 2006).

Although the cells that were selected by their ability to express Fbxol5 had
similarities to ESCs in morphology, growth properties, expression of important
ESC marker genes such as SSEA-1 and Nanog and the ability to form teratomas in
Immunodeficient mice, they also differed in terms of global gene expression
Pr(?ﬁles and certain DNA methylation patterns. They failed to produce adult
?hlmeric mice when injected into early mouse embryos. These characteristics
indicated that these “first generation” iPSCs were not fully programmed
(Yamar_laka 2009a, b). Soon after, with the improved end points for the repro-
tgl::;nmmg process sqch as using Nanog or Qct4 as selector, instead of Fbxol35,
0 ;‘%ienirated colonies with reactlvat'ed pluripotency genes, and t.hese cells were
i :’11 ar to ESCs anSi could contribute to adult chimeras (leta et al. 2007).
tiOn-faCrtle year, human hbroblasts were also rep'rogrammed with same transcrip-
= Or genes (Takahashi et al. 2007; Wernig et al. 2007; Yu et al. 2007).
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Subsequently, several groups independently replicated the reprogramming of
human fetal, neonatal and adult somatic cells into iPSCs (Aasen et al. 2008;
Lowry et al. 2008; Park et al. 2008a, b). As an indication that transcriptional
pathways of pluripotency have been well conserved during evolution, iPSCs have
been generated from several species including human, rhesus monkey and murines
(Takahashi et al. 2007: Liu et al. 2008: Li et al. 2009). More recently, iPSC lines
were shown to generate “all iPSC” mice upon injection into tetraploid blastocysts
(Boland et al. 2009: Kang et al. 2009; Zhao et al. 2009).

3.2 Reprogramming
3.2.1 Factor Delivery into T arget Cells

iIPSCs offer disease and patient-specific cells with the knowledge of the clinical
history of the donor and they can be made with cells taken from all ages and
conditions such as chronic disease in elder patients. The techniques used to gen-
erate iPSCs can affect the efficiency of reprogramming and the quality of resultant
iIPSCs. Reprogramming methods can be divided into several classes according to
their mode of integration of exogenous genetic material into the host genome or
those of non-integrative approaches (Stadtfeld and Hochedlinger 2010).

3.2.1.1 Integrating Approaches
Retroviruses

The delivery of Yamanaka factors (Oct4, Sox2. Klf4, c-Myc, OKSM) into mouse
or human fibroblasts was originally achieved using Moloney murine leukemia
virus (MMLV)-derived retroviruses. They stably integrated into the host cell
genome (Takahashi and Yamanaka 2006; Okita et al. 2007: Wernig et al. 2007).
The efficiency of iPSC generation using MMLV-derived retroviruses is ~0.1% in
mouse embryonic fibroblasts and ~0.01% in human fibroblasts (Gonzalez et al.
2011). Silencing is important in order to obtain bona fide iPSCs. Only an iPSC that
has upregulated the endogenous pluripotency gene network and downregulated the
expression of transgenes can really be considered to be fully reprogrammed
(Gonzalez et al. 2011). However. retrovirally derived iPSCs have numerous
transgene integration sites in the host genome. Incomplete transgene silencing
compromises the developmental potential of iPSCs (Brambrink et al. 2008). In
addition, residual transgene expression or later reactivation of exogenously applied
transcription factors could cause tumor formation at an alarming rate (Okita et g].
2007; Miura et al. 2009).



Lentiviruses

Having higher cloning capacities and infection efficiency than MMLV-based
retroviruses, lentiviral delivery vectors have also been used to express repro-
gramming factors (Blelloch et al. 2007; Yu et al. 2007). As an advantage, they‘
could infect both dividing and non-dividing cells. Although the efficiency of
reprogramming is comparable to that of MMLV-derived retroviruses, lentiviruses
are less effectively silenced in iPSCs that they generated (Yao et al. 2004).
Constitutive lentiviral vectors could not solve the problem because they were even
less efficiently repressed and caused a differentiation block (Blelloch et al. 2007;
Yu et al. 2007).

Inducible lentivirus systems do not rely on direct factor delivery into target
delivery. “Secondary” reprogramming systems use “primary” iPSC clones, gen-
erated with doxycycline (Dox)-inducible lentiviral vectors or transposons. Those
primary iPSCs then differentiate into genetically homogenous somatic cells using
either in vitro differentiation for human cells or blastocyst injection for mice
(Maherali et al. 2008; Wernig et al. 2008). Since the primary cells are induced by a
lentivirus-contained transcription factors expression cassette under the control of
the Dox-inducible operator, “secondary” iPSCs formation are triggered when they
are cultured in doxycycline-containing media (Maherali et al. 2008; Wernig et al.
2008). Although the efficiency of the system depends on the target cell type used,
it is generally higher than that of primary infection (Stadtfeld and Hochedlinger
2010). Stadtfeld and Hochedlinger (2010) also reported that secondary systems
have two main advantages: reprogramming of large quantities of genetically
homogeneous cells, especially the one that is difficult to culture or transduce; and
facilitating the comparison of genetically matched iPSCs derived from different
somatic cells. However, there is still a disadvantage, which is heterogeneous
expression patterns in secondary cell because of lentiviral transgenes that cause
cumbersome screening of primary iPSC clones (Stadtfeld and Hochedlinger 2010).
“Reprogrammable” mouse strains that may carry desired mutant backgrounds
might have a striking effect for mechanistic studies of disease pathologies (Carey
et al. 2010; Stadtfeld et al. 2010).

Single vector. Lentiviral or retroviral vectors designed to express polycistronic
cassettes encoding all OKSM factors were more efficient than single factor
expressing vectors in infecting different somatic cell types (Carey et al. 2009).
Although this method minimizes the genomic integration, there is still tumorigenic
risk after implantation. In particular c-Myc is a well-known oncogene and its
reactivation could give rise to transgene-derived tumor formation in chimeric mice
(Okita et al. 2007). Although removal of the c-Myc transgene from the repro-
gramming cocktail reduced the efficiency slightly, the chimeric mice produced
with c-Myec-free iPSCs did not cause enhanced tumor formation (Nakagawa et al.
2008). However, the overexpression of Oct4 and KIf4 can still cause tumor for-
mation and the retroviral insertion may disturb host gene structure and increase the
tumor risk (Okita and Yamanaka 2010).



Standard DNA transfection techniques such as using liposomes or electropor-
ation could be good alternatives to avoid the use of viral vectors. However,
transduction efficiency is much lower than to that of viral transfections (Gonzalez
et al. 2011).

3.2.1.2 Excisable Approaches

A virus-free method utilizing oriP/EBNA1 (Epstein—Barr nuclear antigen-1)-based
episomal vectors or a piggyBac (PB)-based single vector reprogramming system
has been used successfully for reprogramming human fibroblasts (Kaji et al. 2009:
Yu et al. 2009). Another excisable method uses lentiviral vectors and Cre/loxP
excisable linear transgenes that leave a genomic scar after Cre deletion. When
polycistronic vectors were used, this approach produced the efficient generation of
iPSCs from different cell types (Chang et al. 2009). Among integrative method-
ologies, although only PB system guarantees a precise deletion, it still needs
verification of excised lines (Park et al. 2008b).

While the use of Cre-deletable or inducible lentiviruses has solved some
problems, viral systems still lack the safety required for therapeutic applications.

3.2.1.3 Non-integrative Approaches

To minimize the risk of chromosomal disruptions, reprogramming protocols
refined to eliminate genetic integration. For this purpose, three different approa-
ches have been developed. First one utilizes the use of integrating vectors that can
be subsequently removed from the genome as we have already discussed. Second
one is using integration-free vectors and the last one is not to use nucleic acid-
based vectors (Stadtfeld and Hochedlinger 2010). Unfortunately all of them are
usually inefficient and poorly reproducible. (Gonzalez et al. 201 L)

Among the methods that promote reprogramming without integration are
adenoviral vectors that mediate transient expression of the €xogenous repro-
gramming factors without genomic integration. One of the first attempts to gen-
crate integration-free iPSCs from adult mouse hepatocytes was reported by
Stadtfeld et al. (2008), who used non-integrative adenoviral vectors. Using similar
vectors Okita et al. (2008) and Zhou and Freed (2009) generated integration-free
iPSCs lines from mouse embryonic fibroblasts and human fetal fibroblasts,
respectively. Since there is no genomic integration with those systems, it is a proof
of principle that transient expression of reprogramming factors is enough for
generation of iPSCs from somatic cells (Stadtfeld and Hochedlinger 2010).
Moreover firm support to conclusion came from recent experiments showing the
absence of common integration sites in iPSCs produced with retroviruses or len-
tiviruses (Varas et al. 2009; Winkler et al. 2010). More recently iPSCs from human
fibroblasts were successfully derived utilizing Sendai viral gene delivery systems



(Fusaki et al. 2009), as well as polycistronic minicircle vectors (Jia et al. 2010) and
self-replicating selectable episomes (Yu et al. 2009).
DNA-Free Methods

In order to completely eliminate plasmid or viral vectors, more recently iPSCs
have been generated by introducing four reprogramming factors in the form of
puriﬁed recombinant proteins (Zhou et al. 2009: Kim et al. 2009a). However, its
efficiency is extremely low, possibly due to low transduction efficiency and
unstable expression (Okita and Yamanaka 2010). More recently Warren et al.
(2010) showed more efficient reprogramming by using synthetic modified
mRNA, which does not modify the genome. The iPSCs formed are called RNA-
thduced pluripotent cells (RiPSCs). Although the protocol is technically very
complex, since this technology is RNA based, it completely eliminates the risk
of genomic integration and insertional mutagenesis inherent to all DNA-based
methodologies. This technology has the highest efficiency and kinetics to date
(Walia et al. 2011).

Although the methods, which use non-integrating vectors, excisable genetic
elements, small chemicals and/or proteins, leave no genetic footprint, the effi-
ciency of iPSC generation with them ranges between 0.0001 and 0.0018%, which
is approximately three orders of magnitude lower than those achieved by inte-
grating vectors (0.1-1%) (Stadtfeld and Hochedlinger 2010). Therefore, repro-
gramming efficiencies have been trying to enhance with supplementing defined
factors by additional genes or small chemicals (Masip et al. 2010).

3.2.1.4 Chemical Reprogramming

Small molecules are naturally occurring substances or entirely man-made com-
pounds. They have been produced and screened for activity in diverse organisms,
cell culture systems and molecular pathways. Their ease of use, specific, dose-
dependent, rapid and reversible effects and precise temporal and functional control
in vivo made them one of the most effective tools in biomedical research (Efe and
Ding 2011). They have been using lately to facilitate somatic cell reprogramming.
Efe and Ding (2011) explained how small molecules improve reprogramming:
some has a global effect on cellular plasticity, whereas the others can modulate a
specific signaling pathway to replace one or more reprogramming factors. On the
other hand, there are also some compounds that work in both categories (Efe and
Ding 2011). Omitting oncogenes (KIf4 and cMyc) (Nakagawa et al. 2008: Utikal
et al. 2009; Kim et al. 2009b) or replacing one or two transcription factors with
small chemicals such as VPA (a histone deacetylase inhibitor) (Huangfu et al.
2008) not only offer a safer clinical potential but also significantly enhance the
efficiency of deriving iPS cells. More strikingly, Mali et al. (2010) have shown that
low levels of butyrate (a HDAC inhibitor) improved reprogramming efficiency as
much as 50-fold. Moreover, Lin et al. (2009) reported that combined treatment of
fibroblasts with the Alk5 inhibitor SB431542, the MEK inhibitor PD0325901 and



tmazovivin caused a great improvement (more than 200-fold) in OKSM repro-
gramming efficiency. (Lin et al. 2009)

3.2.1.5 MicroRNAs (miRNAs) in Reprogramming

miRNAs are 22 nt non-coding small RNAs that regulate expression of down-
stream targets by messenger RNA (mRNA) destabilization and translational
inhibition (Subramanyam and Blelloch 2011). They are loaded into RNA-
induced silencing complex (RISC) to exert a global gene-silencing function (Chu
and Rana 2007). Multiple miRNAs are often found in clusters in the genome and
expressed in a cell type-specific manner, similar to transcription factors. Since a
single miRNA can target hundreds of mRNAs, the expression of single miRNA
could regulate the cell fate decision powerfully (Sridharan and Plath 2011).
Similar to small compounds, miRNAs are also shown that they are able to
influence the efficiency of reprogramming. Anokye-Danso et al. (2011) have
recently reported that lentivirally delivered miR-302 cluster, which includes
miRs-302a-d and miR-367 alone can produce mouse and human iPSCs from
fibroblasts. In addition Miyoshi et al. (2011) reprogrammed mouse and human
adipose stromal cells by repeatedly transfecting a cocktail of seven miRNAs
belonging the miR-302, miR-200 and miR-369 families. However, compared to
the viral delivery of miRNA precursors in the study of Anokye and colleagues,
the efficiency of reprogramming in latter research was considerably low. It has
been suggested that in addition to their popular activities in reprogramming
processes, screening cell type-specific miRNAs for transdifferentiation activities
might also be very useful to modulate lineage conversion events (Sridharan and
Plath 2011).

There are many alternative techniques for reprogramming. For example, Zhong
et al. (2011) tested two apoptosis-inducing genes called “inducible suicide genes”
or simply “suicide genes” to see if they are available for a potential method of
safeguarding iPS cells. They evaluated the cell death-switch capacity of two
suicide gene/drug systems, YCD/5-FC and iCaspase/AP20187, in non-human
primate (Macaca nemestrina) iPS cells both in vitro and in vivo. The results of the
study showed that a suicide gene/prodrug combination could safeguard iPSCs to
overcome potential oncogenic transformation and/or persistence of pluripotent
cells in iPSC-related cellular therapy (Zhong et al. 2011).

Yamanaka's team reported recently a non-integrative method using p53 sup-
pression and non-transforming L-Myc with episomal plasmid vectors for repro-
gramming HLA-homozygous iPSCs. They used dental pulp cell lines from two
putative human leukocyte antigen (HLA)-homozygous donors who match ~20%
of the Japanese population at major HLA loci. As shown in this study dental pulp
cells offer important safe sources for allografts, especially for cases in which
transplants is likely to be needed soon after injury (Okita et al. 2011, Yildirim et al.
2011).
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Chapter 4
Molecular Mechanisms of Pluripotency

4.1 Steps in Reprogramming

Combined with live imaging analysis, various tetracycline-inducible expression
systems for the reprogramming factors are now allowing the probing to mecha-
‘nistic “insights of reprogramming. It is now being suggested that successful
reprogramming requires stepwise transition through key intermediate steps (Papp
and Plath 2011; Plath and Lowry 2011; Walia et al. 2011).

4.1.1 Increase in the Cell Cycle Rate

A high-resolution time-lapse imaging approach enabled to track that the first
characterized event during reprogramming of fibroblasts is the increase of cell
division rate (Smith et al. 2010). It indicated that certain cellular processes or
events prime the cell before the exogenous transgenes reach to the genome to
induce pluripotency (Jopling et al. 2011). Moreover, it has been shown that sup-
pression of apoptosis and senescence is also helpful for successful reprogramming.
Specifically, the silencing of p53 and p21 or CDKN2A have been observed upon
reprogramming (Kawamura et al. 2009; Marion et al. 2009). Hence, apoptosis,
senescence and cell cycle arrest are thought to be barriers for reprogramming
(Papp and Plath 2011). However, the study used single cell analysis showed that
although proliferation is induced in more cells than in the control sample, most of
the p53-depleted cells undermine the reprogramming path later. And the resultant
efficiency of the reprogramming was very low when normalized to the number of
cells that initially responded (Smith et al. 2010).

The considerable variation between cells in response to induced reprogramming
can be shown with the help of a cell sorting experiment for Thyl (a marker for
fibroblast phenotype). In the study by Stadtfeld et al. (2008b) it has been shown
that although almost half of the cell had lost Thyl expression after five days of
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treatment, only very small fraction of those cells become fully reprogrammed at
the end of the process. However, Hanna et al. (2009) displayed that extended
induction of transgene expression could induce most, if not all. cells to iPSCs.

4.1.2 Morphological Changes

Rapid cycling cells get smaller over time and continue to grow as monolayers
although most cells expressing the reprogramming factors fail to successfully
induce the first morphological change of proper reprogramming events, remain
fibroblast like and often undergo apoptosis, senescence and cell cycle arrest (Plath
and Lowry 2011).

ESCs and their in vivo counterparts, the epiblast progenitor cells of the pre-
implantation blastocyst, are epithelial in nature, therefore they have close cell-cell
contacts, high proliferation rate with an extremely short G1 cell cycle phase, and
large nucleus to cytoplasm ratio (Papp and Plath 2011). At the initial phases of
reprogramming, fast cycling cells cluster tightly and undergo changes that cor-
respond to loss of mesenchymal features and acquisition of epithelial cell char-
acteristics (Li et al. 2010). This is exactly the opposite of the epithelial-
mesenchymal transitioning (EMT) of developmental pluripotency to differentia-
tion transition, during reprogramming (Li et al. 2010; Samavarchi-Tehrani et al.
2010). Therefore, signaling pathways known to promote mesenchymal-epithelial
transition (MET) should increase the efficiency of reprogramming. Accordingly, it
has been shown that inhibition of TGF-f improves reprogramming, because TGF-
f# activity prevents MET (Li et al. 2010). In addition it has been shown that BMP
signaling enhances reprogramming through the up-regulation of pro-MET mi-
croRNAs (Samavarchi-Tehrani et al. 2010). Moreover, E-cadherin-mediated cell-
cell contacts are required and its knockdown interferes with reprogramming (Chen
et al. 2010).

4.1.3 Late Events Toward Pluripotency

The genes that are related to epithelial cell character are activated for pluripotency.
While alkaline phosphatase and SSEA-1 are considered as intermediate stage
markers, Nanog in the mouse and TRA-1-60 in human cells are final stage markers
for pluripotency (Okita et al. 2007; Wernig et al. 2007; Mikkelsen et al. 2008;
Stadtfeld et al. 2008b: Chan et al. 2009). It has been postulated that expression of
reprogramming factors initiate sequential and fairly synchronous order. Although
iPSC state needs continuous expression of the reprogramming factors to overcome
roadblocks toward pluripotency, maintenance of iPSCs is independent of factor
overexpression (Brambrink et al. 2008; Stadtfeld et al. 2008b; Papp and Plath
2011; Plath and Lowry 2011).



4.2 Mechanisms in Reprogramming

In the process of reprogramming it has been shown that a genome-wide alteration
of epigenetic marks, regulation of cell cycle checkpoints and MET are required for
the acquisition of pluripotency (Samavarchi-Tehrani et al. 2010; Plath and Lowry
2011). While reprogramming factors reset the cellular phenotype from the inside,
it also requires extrinsic signals provided by the ESC culture conditions including
growth factors, cytokines and other signals provided by the cell culture medium,
fetal povine serum and feeder cells. How extrinsic signals are integrated with
‘ntrinsically acting factors is not entirely clear, and it is an active area of inves-
tigation (Ralston and Rossant 2010).

4.2.1 Genetic Factors

The reprogramming of somatic cells required using of genetic factors, namely Oct4,
Nanog, Sox2, Klf4, c-Myc and Lin28 (Takahashi and Yamanaka 2006; Yu et al.
2007). It has been shown previously that Nanog. Lin28 and c-Myc can be dispensable
for reprogramming (Yu et al. 2007; Nakagawa et al. 2008; Wernig et al. 2008b).

Theunissen and Silva (2011) reported that “Nanog counteracts differentiation
but is ultimately dispensable for maintenance of pluripotency in ESCs”.
Accordingly, although Nanog was not among the core transcription factors of
reprogramming, it is essential to finalize reprogramming. The authors proposed
that Nanog acts as a molecular switch to turn on the naive pluripotent programme
in mammalian cells (Theunissen and Silva 2011). Furthermore, it has been shown
that Nanog overexpression could accelerate reprogramming in a predominantly
cell division rate independent manner (Silva et al. 2006).

Myc, unlike Octd. Sox2 and KIf4, is not involved in the upregulation of the
pluripotency network during the final step of reprogramming. The fact that Myc
might enhance but is not absolutely required for the transciption of pluripotency
target genes, explains why this factor is dispensable for the reprogramming but
still is able to enhance the efficiency and the kinetics of the process (Nakagawa
et al. 2008; Wernig et al. 2008b; Plath and Lowry 2011).

Appropriate chemical compounds in culture media may be substituted Sox2 and
KIf4. These two factors were also dispensable, when the somatic cells, which have
high expression of Sox2 and Klf4 are used for reprogramming (Aoi et al. 2008;
Huangfu et al. 2008; Li et al. 2009).

The last element of core transcriptional regulatory circuitry, Oct4, has been
shown to be the most important factor in the reprogramming cocktail. It is the only
one of the initial four factors, which has been shown to be essential for repro-
gramming (Walia et al. 2011). However, a recent study has showed that NR5AZ2,
also known as LRH-1 (liver receptor homolog-1), can replace Oct4 with improved
reprogramming efficiency (Heng et al. 2010).



It is obvious that the effects of main reprogramming factors are regulated and
mediated by other receptors, transcription factors, growth factors, enzymes, other
proteins and chemicals (Walia et al. 201 15 %

4.2.2 Signaling Pathways

4.2.2.1 Wnt Signaling

Some of the components of this evolutionary conserved pathway have been shown
to enhance reprogramming activity. A downstream effector of the Wnt pathway, an
inhibitor of glycogen synthase kinase-3 (GSK3) called 6-bromoindirubin-3’-oxime
or BIO, has been shown to maintain pluripotency in human and mouse ESCs (Sato
et al. 2004). Addition of Wnt3a to culture media enhance reprogramming effi-
ciency (Marson et al. 2008). Another ‘GSK3 inhibitor, CHIR99021 compensates
Sox2 absence in hiPSC programming (Li et al. 2009). Giving a big credit to Wnt/
P-catenin signaling pathway mediated activation of transcription, Abu-Remaileh
et al. (2010) showed that Oct4 interacts with f-catenin and modulates Wnt sig-
naling to maintain stem cell identity and regulate cell fate decision.

4.2.2.2 TGF-p/Activin/Nodal Signaling

As one of the most studied pathway, TGF-f/Activin/Nodal plays important roles in
the maintenance of pluripotent state. FGF and TGFf/Activin signaling promote
self-renewal of hESCs. Nanog has been shown as a critical molecule for pluri-
potency and a direct target of TGF-f/Activin pathway (Xu et al. 2008). By the
binding of Smad coactivators to the Nanog proximal promoter, Nanog expression
is upregulated (Theunissen and Silva 2011). While inhibition of TGF-§ signaling
using a TGF-f receptor/Alk5 kinase inhibitor enhances the efficiency of mouse
iPSC reprogramming and this inhibitor could replace with Sox2 and c-Mye.
However, similar effect was not seen in hiPSCs (Maherali and Hochedlinger
2009). It has been shown that TGF-f signaling inhibition leads mesenchymal
transition in hESCs (James et al. 2005).

4.2.2.3 BMP Signaling

BMPs belong to the TGE-f superfamily. They are involved in the regulation of
cell proliferation, differentiation and apoptosis and therefore play essential roles
during embryonic development and pattern formation (Massague 1998). Xu et al.
(2008) showed that both TGFf- and BMP-responsive SMADs can bind with the
Nanog proximal promoter causing an enhancement to Nanog promoter activity and
this activity is decreased by BMP signaling. Differentiation of hESCs is promoted



by BMP signaling (Xu et al. 2008). Another BMP family member is growth and
differentiation factor 3 or GDF3 and it has been shown to block BMP signaling in
both hESCs and mESCs (Levine and Brivanlou 2006).

4.2.2.4 p53 Pathway

Several groups reported that p53, one of the well-studied tumor suppressor tran-
scription factors, acts as a barrier to somatic cell reprogramming (Kawamura et al.
2009; Li et al. 2009; Marion et al. 2009; Utikal et al. 2009). Hong et al. (2009)
proposed that the p53-p21 pathway serves as a safeguard not only in tumorige-
nicity, but also in iPS cell generation (Hong et al. 2009). On the other hand, Hanna
et al. (2009) showed that most cells are capable of becoming iPSCs without
depleting p53 or immortalizing the cells (Hanna et al. 2009). Moreover, moni-
toring the effect of p53 knockdown at the single cell level showed that most of the
p53-depleted cells derail from reprogramming path and lower overall repro-
gramming efficiency (Smith et al. 2010). It has been suggested that future efforts
for more successful reprogramming should select target cells with lower levels of
p53 and/or higher proliferative ability, rather than silencing the p53 pathway
(Tapia and Scholer 2010). Accordingly, Yamanaka’s team has already published a
simple and efficient method, using p53 suppression and nontransforming ¢c-Myc to
reprogram human somatic cells (Okita et al. 2011).

4.3 Dynamics of Direct Reprogramming

In general, induced pluripotent somatic cell reprogramming is an inefficient pro-
cess even when different strategies are used. There is a latency of approximately
5-10 days before the first iPSCs appears. This delay and the low efficiency are
indicators of stochastic mechanisms involved in inducing reprogramming (Hanna
et al. 2009). While low efficiency is a strong barrier for applying human iPSCs to
medicine, the stochastic and rate-limiting epigenetic mechanisms show that with a
‘balanced reprogramming factor stoichiometry, nearly every cell is able to generate
IPSCs (Hanna et al. 2010b).

Yamanaka (2009a, b) proposed recently that only a few cells in a primary cell
culture might be competent for reprogramming. In fact, the retroviral vector can
infect over 90% of fibroblasts, however only a small number of iPSC colonies
emerged with the efficiency of 0.001%. This low efficiency suggests that the origin
of iPSCs may be emerging from very small number of cells from the tissue. The
Candidates for these cells are adult stem or progenitor cells, as they are rare and
developmentally closer to pluripotent cells than differentiated cells. It was also
Fhought that for successful reprogramming, activation of additional genes by
nsertional mutagenesis might be crucial (Yamanaka 2009a, b). However, this
model (called elite model) could not sustain longer. since human and mouse iPSCs



generated from several terminally differentiated somatic cells, including B and T
_Vl.yrmphocytes (Hanna et al. 2008; Eminli et al. 2009) as well as pancreatic f cells
(Stadtfeld et al. 2008a). Furthermore Okita et al. (2008) and Stadtfeld et al.
(2008a) showed simultaneously that insertional mutagenesis is not an essential
step of reprogramming process.

Therefore Yamanaka suggests another theory in stochastic model. In this model
he offered most, if not all, differentiated cells have the potential to become iPSCs
by four factor introduction (Yamanaka 2009a. b). Likewise, Meissner et al. (2007)
showed previously that even morphologically similar iPSC colonies start express
Oct4 at different times. These data clearly show reprogramming events are sto-
chastic in nature (Meissner et al. 2007). Besides. in contrast to claim that the
differentiation state itself may also influence the susceptibility of cells to form
iPSCs (Eminli et al. 2009), there are also reports that demonstrate that iPSCs do
not prefer less differentiated cells and controlling in vitro cell plating efficiency,
growth expansion and gene delivery methods are critical for this purpose (Hanna
et al. 2009).

Although the exact mechanisms are still unknown, reprogramming is a very
complex sequence of events requires silencing of the somatic cell program than
resetting of the pluripotency programs. Apart from the genetic factors and sig-
naling pathways, epigenetic modulations and regulation clearly play role for
breaking the epigenetic barriers then reaching self-renewal and pluripotency.

4.4 Epigenetic Modifications

Epigenetics describes mitotically heritable modifications of DNA or chromatin
without altering the nucleotide sequence. DNA methylation, histone modification,
histone variants and non-coding RNAs are mechanisms of epigenetic regulation
(Bird 2002). A central question in the field of ESCs pluripotency is the extent to
which epigenetic marks regulate, rather than simply reflect, the pluripotent state in
vitro (Meissner 2010). It has been suggested that ESCs have unique signatures
including highly expressed DNA methyltransferases (Dnmtl., 2. 3a,3band 3 1) and
the core PRC1 and 2 subunits, distinct CpG distribution than somatic cells and
ICM and finally different distribution and enrichment of various histone modifi-
cations (Meissner 2010). However, their individual regulatory roles are far from
our intuitive understanding. Despite significant advances in technology, it is still
difficult to describe lineage specification and the associated global epigenetic
remodeling for many cell types in vitro. Therefore, it is still fascinating how a
somatic cell changes its epigenetic state to pluripotency by repealing the existing
epigenetic state without passing through normal development or complete reset-
ting of all marks (Meissner 2010). It has been suggested that somatic cell repro-
gramming involves massive reconfiguration of chromatin structure, from DNA
methylation to histone modifications to nucleosome remodeling (Ang et al. 2011).



Candidates for the epigenetic modifications in de-differentiation process from
somatic cells to iPSCs are promoter CpG DNA methylation, and alteration in
histone modifications in relation with this importance of PcG mediated repression
of genes. Genome-wide approaches show that the pattern of H3K9me3 within
promoter regions is different between hESC and hiPSCs (Maherali et al. 2007;
Fouse et al. 2008; Doi et al. 2009). The comparison of iPSCs and ESCs has
revealed that the conversion of monovalent histone methylation marks such as
H3K4me3 or H3K27me3 to bivalent marks in the developmental genes (Bernstein
et al. 2006). The loss of DNA methylation along with the reactivation of tran-
scription of pluripotency genes is another important steps in the acquisition of
pluripotency. For example, inhibition of DNA methylation with the DNMT
inhibitor 5-azacytidine; inhibition of histone deacetylation using the HDAC
inhibitors VPA and trichostatin A improve reprogramming efficiency. Moreover,
using a K4 demethylase LSDI inhibitor Parnate (tranylcyprome) and the induction
of histone H3K9 hypomethylation using the G9a methyltransferase chemical
inhibitor BIX-01294 were successful to increase reprogramming efficiency
(Huangfu et al. 2008; Mikkelsen et al. 2008; Shi et al. 2008). Besides, it is logical
to think that downregulation of epigenetic factors causes removal of epigenetic
barriers preventing reprogramming. Likewise, loss of CHDI in mouse somatic
cells and a transcriptional regulator PRDM 14 in human cells results in decreased
reprogramming efficiency (Chia et al. 2010).

Two groups have recently showed that the DNA methylation pattern of the
original cell persisted in mouse iPSCs and affected their differentiation potential:
iPSCs from blood more easily differentiated toward blood lineages than iPSCs
derived from fibroblasts (Kim et al. 2010; Polo et al. 2010). Although continued
passaging of iPSCs could erase this epigenetic memory (Polo et al. 2010), residual
DNA methylation within lineage-specific genes of iPSCs demonstrates that
resetting this mark is fundamental to reprogramming (Plath and Lowry 2011).
Furthermore, Lister et al. (2011) showed that reprogramming also induced aberrant
methylation that seems to be specific to iPSC state.

4.5 Similarities and Differences Between iPSCs and ESCs

The characteristics of somatic cells are limited proliferation, methylation of plu-
ripotency genes, displaying tissue-specific cell morphology, inactivation of X
chromosome, active G1 cell cycle checkpoint and expression of somatic cell
specific markers. On the other hand, pluripotent cells robustly show self-renewal,
ESC morphology, and reactivation of pluripotency genes by demethylation. X-
chromosome reactivation in female cells, telomerase activity and finally loss of G1
checkpoint (Cox and Rizzino 2010). Although a number of studies have clearly
showed that iPSCs are highly similar to ESCs (Mikkelsen et al. 2008; Okita et al.
2008; Soldner et al. 2009). extensive examination of chromatin state of both has
shown that there are consistent and functionally relevant differences (Plath and



Lowry 2011). It has been demonstrated that gene expression signatures of virally
programmed iPSCs are distinguished from that of ESCs (Lowry et al. 2008;
Mabherali et al. 2008; Chin et al. 2009: Soldner et al. 2009). However, human
iPSCs generated without viral vectors or genomic insertions still displayed
retained potential transcriptional signatures (Marchetto et al. 2010). Wang et al.
(2010) compared transcriptomes of fibroblasts, partially reprogrammed iPSCs,
ESCs and iPSCs using microarray data. They concluded that most of the repro-
grammed iPSC lines were similar to ESC lines. Especially, the transcriptomes of
the iPSCs derived by episomal-based non-integrating plasmids (Yu et al. 2009)
were much closer to that of ESCs, unlike that of retroviral-derived iPSCs (Lowry
et al. 2008; Maherali et al. 2008: Chin et al. 2009; Soldner et al. 2009). Moreover,
the extent of overlapping implemented in the microarray platform was determined
by showing that ESCs and iPSCs express 2390 common genes, with only 249 and
684 genes expressed exclusively in those cells respectively. In general, iPSCs
share more genes in common with the fibroblasts from which they were derived
(Wang et al. 2010).

Given that the reprogramming process is expected to remove any epigenetic
alterations associated with originated cells from nuclear transfer (NT) and ESCs,
which have reported faithfully erased any epigenetic marks present in donor cells
(Okita et al. 2007; Maherali et al. 2008; Mikkelsen et al. 2008), the data showing
iPSCs share more common genes with their parental fibroblasts was quite surprising.
In fact, in 19 July 2010 simultaneously published two papers proved that even
rigorously selected early-passage iPSCs could retain epigenetic marks that are
characteristic of the donor cell (Kim et al. 2010: Polo et al. 2010). Plath and Lowry
(2011) stated that epigenetic memory might be a form of incomplete reprogramming.

Furthermore, Urbach et al. compared hESC lines isolated from an embryo
affected by Fragile X syndrome and reprogrammed fibroblasts of affected indi-
viduals. They observed that the FMR] gene remained silenced in the iPSCs. While
those iPSCs showed stringent pluripotency criteria, the FMR] locus was obviously
resistant to reprogramming (Urbach et al. 2010). This study shows that human ES
and iPS cells are not identical, even in some circumstances ESCs may more
faithfully reflect the disease process (Unternaehrer and Daley 2011). Moreover,
Bock et al. (2011) has used quantification of molecular similarity by a “scorecard”
included DNA methylome, transcriptome and differentiation studies and reported
that although ESCs exhibit significant variability across individual lines, iPSCs are
more variable at the molecular level than ESCs (Lister et al. 2011). Plath and
Lowry (2011) interpreted those differences as follows:

These methylation differences between ESCs and iPSCs are associated with differences at
the transcriptional level that can be found after many passages and might affect the
differentiation behaviour of cells.

Utilizing both “forward” and “reverse” genetic approaches with the aid of
iPSCs offer exciting prospects for dissecting molecular mechanisms of commit-
ment and differentiation in a cell lineage and will help to understand rewiring the
regulatory networks that are active in somatic and pluripotent cells (Hemberger



et al. 2009; Huang 2009: Saha and Jaenisch 2009). Future work should focus on
finding out when and how the lineage-specific genetic and epigenetic marks arise.
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Chapter 5
Modeling Disease in a Dish

Main idea for therapeutic approaches by iPSCs at the beginning was the fact that
patient-specific iPSCs provide important information for inherited human disor-
ders because pluripotent stem cells are capable of differentiation into most, if not
all cell types. This idea was deeply relied on the studies of directed differentiation
of subtypes and genetically defined ESCs from animal models (Gearhart 1998).
Moreover, human ESC biology has been pursuing generating mutant human ESC
lines as disease models since Thomson et al. (1998) derived human ESC lines in
1998. With the known disease-associated genetic loci and explicit disease phe-
notype, genetically modified human ESCs could help to cell replacement therapies
and modeling human diseases (Saha and Jaenisch 2009).

However, the use of ESCs has several limitations not only in political, religious,
ethical and moral concerns on the destruction of human embryos but also inefficient
methods to generate genetically modified human ESCs. For example, human ESC
generation via PGD embryos is available for only a limited number of diseases and
lack of proper techniques are still challenging. Besides, only a few monogenic dis-
eases could be detectable via PGD and there is no consistency between severity and
clinical symptoms of those diseases from patient to patient due to variable penetrance
(Colman and Dreesen 2009). Other alternatives such as generating individual plu-
ripotent stem cells by NT, cell fusion with ESCs and treatment with extracts of
pluripotent cells are very restrictive for several reasons and still few diseases have
been captured by these ways (Wakayama et al. 2001; Taranger et al. 2005).

Animal models for human diseases have been using for decades. However they
have also some limitations such as showing no or only an approximate resem-
blance to the human disease, differences in physiology and anatomy between
animals and humans, no mirroring for cognitive or behavioral defects of neuro-
logical diseases, and different genetic background of animals and humans in terms
of resulting phenotype of disease-associated mutations (Colman and Dreesen
2009; Saha and Jaenisch 2009).

To overcome these drawbacks, iPSCs offer disease and patient-specific cells
with the knowledge of the clinical history of the donor and they can be made with
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cells taken from all ages even from elderly patients with chronic disease (Dimos
et al. 2008). We can summarize advantages of using in modeling human diseases
as:

Inexhaustible cell source for experimentation.,

Limitless self-renewing capacity with pluripotent nature,

Development of isogenic cell lines,

Personalized treatments (Mattis and Svendsen 2011; Unternaehrer and Daley
2011; Zhu et al. 2011).

Mo

Although there are still many challenges regarding to their identity, a couple of
reports are available so far to overview a disease phenotype in vitro (Ebert et al.
2009; Lee et al. 2009; Raya et al. 2009; Ye et al. 2009b). Since hESC lines display
variable outcomes to differentiate into specific lineages (Osafune et al. 2008).
multiple iPSC lines generated from a single patient are extremely favorable by
having identical genetic background.

3.1 Disease-Specific iPSCs

Disease-specific iPSCs have been generated from individuals with disorders, such
as neurodegenerative diseases, including ALS (Dimos et al. 2008), Parkinson’s
Disease (Park et al. 2008a; Baek et al. 2009; Soldner et al. 2009: Hargus et al.
2010; Swistowski et al. 2010), SMA (Ebert et al. 2009), familial dysautonomia
(Lee et al. 2009) and inherited diseases, including adenosine deaminase defi-
ciency-related severe combined immune deficiency (ADA-SCID), Shwachman-
Bodian-Diamond syndrome (SBDS), Gaucher disease (GD) type III, Duchenne
(DMD) and Becker muscular dystrophy (BMD), Huntington’s disease, juvenile-
onset, type 1 diabetes mellitus (JDM), Down syndrome (DS)/trisomy 21, the
carrier state of Lesch-Nyhan syndrome (Park et al. 2008b) and Fanconi anaemia
(Raya et al. 2009). Unternaehrer and Daley (2011) have reported existing disease-
specific iPSC lines available so far from neurological, hematological, cardiovas-
cular and other categories (Table 5.1).

5.2 Choosing Cell Sources

[n order to generate patient-specific iPSCs, the first step will be derivation of
iPSCs from somatic cells of patient. iPSCs can be made with cells taken from
patients of all ages with full medical records, more than 5,000 known genetic
diseases, whether simple or complex (Colman and Dreesen 2009). There are
available human tissues with no ethical or surgical concern, such as fat, blood.
biopsy specimens, skin, plugged hair and extracted tooth (Aasen et al. 2008; Sun
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et al. 2009; Ye et al. 2009b; Yan et al. 2010). Thus far, in humans, skin fibroblasts
and bone marrow mesenchymal cells (Takahashi et al. 2007: Yu et al. 2007:
Huangfu et al. 2008). keratinocytes (Aasen et al. 2008: Maherali et al. 2008),
Peripheral blood cells (Ye et al. 2009b: Loh et al. 2010), melanocytes (Utikal
et al. 2009), neural stem cells (Kim et al. 2009). amniotic fluid-derived cells
(Li et al. 2009), adipose stem cells from lipoaspirate (Sun et al. 2009), dental stem
cells (Tamaoki et al. 2010: Yan et al. 2010) and mesenchymal stem cells from
umbilical cord matrix and amniotic membrane (Cai et al. 2010) have been used for
reprogramming. Moreover, frozen-banked tissues, and cell lines can also be used
although they supply very Little clinical information on the specific donor (Colman
and Dreesen 2009).

Since the most disease phenotypes are only observed in differentiated cells, only
iPSCs generation could provide a source for pluripotency. Monogenic diseases are
the most fruitful targets because the gene and often its product are known. Extending
this experimental paradigm to diseases with either unknown or more complex,
multifactorial phenotypes oOr diseases and to model disease with a long latency such
as Alzheimer’s or Parkinson’s Disease would be challenging (Colman and Dreesen
2009). For the diseases that exhibit a late onset in humans, kinetics of disease
pathology could be stimulated in the cell culture dish by exposing the cells to in vitro
experimental stress (e.g. serum starvation, O, reduction, heat shock, etc.) (Saha and
Jaenisch 2009). On the other hand, Colman and Dreesen (2009) have emphasized
that “late onset” term does not reflect subclinical developments that may occur a lot
earlier and may be captured by the in vitro methodology.

Taken together, it is obvious that the disease pattern will direct to alternatives
for donor cell type. Since the detection of the mutations from the diseases such as
SMA could be possible in all cell types of the patient, skin biopsies can be used as
readily accessible donor cells. On the other hand, heterozygous genotype of most
of the hematopoietic disorders could be detected only in particular progenitor.
Hence, those progenitors should be chosen as cell sources for reprogramming
(Ebert et al. 2009; Saha and Jaenisch 2009; Ye et al. 2009b).

Moreover, recent reports about persistent epigenetic imprinting in iPSCs (Kim
et al. 2010: Polo et al. 2010) would be useful for an opportunity to researches on
sporadic and multifactorial diseases. Although those persistent imprinting manifests
as differential gene expression and alters differentiation capacity, it may be utilized
in potential therapeutic applications to enhance differentiation into desired cell
lineages (Kim et al. 2010: Polo et al. 2010). Especially for the diseases that have a
background of combination of genetic and environmental factors, persistent epi-
genetic memory would be an advantage. In those diseases any epigenetic alterations
would be studied via iPSCs carrying parental imprinting. The cells derived from the
patients suffering from same disease but living in different geographical regions
could give us important clues for environmental factors, such as toxic metals and
pesticides, life styles and dietary habits which may effect the epigenome and reflect
risk factors (Jaenisch and Bird 2003). Lastly, for the non-cell autonomous diseases,
possible success with one cell type may affect the other pathological mediators
(Colman and Dreesen 2009).



5.3 Identification of iPSC Colonies

There are several methods or techniques to select or distinguish successfully
reprogrammed clones from partially reprogrammed or simply transformed colo-
nies (Stadtfeld and Hochedlinger 2010):

1. The reactivation of endogenous pluripotency-associated genes linked to drug
selection cassettes. Fbxo135, Nanog or Oct4 and K1f4 (Takahashi and Yamanaka
2006; Maherali et al. 2007; Okita et al. 2007; Wernig et al. 2007; Pfannkuche
et al. 2009),

2. Lentiviral vector systems carrying promoter fragments of pluripotency genes

(Hotta et al. 2009),

For human iPSCs, TRA-1-81 expression (Lowry et al. 2008),

4. “Indicator retroviruses” expressing fluorescent proteins, which become
silenced upon acquisition of pluripotency (Chan et al. 2009),

5. Using only morphological criteria (Blelloch et al. 2007; Maherali et al. 2007:
Meissner et al. 2007),

6. The combination of morphological selection and doxycycline-inducible vectors
(Stadtfeld et al. 2008),

7. For mouse iPSCs, GH2 gene expression (Liu et al. 2010; Stadtfeld et al. 2010),

8. MEG-3 gene as human homolog of GH2 to identify human iPSCs (Stadtfeld
and Hochedlinger 2010).

w

The generation of patient/disease-specific iPSCs follows standard methods. In
brief, target cells are infected with reprogramming system carrying reprogram-
ming factors. After several days, infected cells are trypsinized and replated onto
feeder layer cells and media is replaced with standard human ESC media the next
day and changed every day thereafter. When appeared, human ESC like colonies
are picked mechanically or selected by the systems or methods described above
and is passaged. Then pluripotency is evaluated according to the similarity of
putative to ESCs (Fig. 5.1). To confirm proper and complete reprogramming,
activity of cell cycle profile, normal karyotype maintenance, alkaline phosphatase
activity and expression of several ESC-associated antigens (SSEA-3, SSEA-4,
TRAI-81, Nanog, etc.), downregulation or lack of immunreactivity against
parental cell specific factors (such as fibroblast-associated antigen TE-7),
expression of pluripotency genes (Rex1/Zfp42, Foxd3, Tert, Nanog and Cripto/
Tdgf1) should be checked. Reverse-transcription PCR and immunocytochemistry
can be used to evaluate specific genes or proteins, whereas further examination of
the global expression with a microarray gene analysis is useful (Yoshida and
Yamanaka 2010).

Generally embryoid bodies (EBs) are created as a first step by aggregating or
placing clumps in suspension culture for the evaluation of in vitro differentiation.
The resulting EBs are plated onto plastic gelatin coated dishes and allowed to attach
for the outgrowth culture. Thereafter iPSC lines will spontaneously differentiate into
cell types representative of the three embryonic germ layers (Maherali et al. 2008).
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Fig. 5.1 The reprogramming process in dental pulp cells

To determine pluripotency in vivo, iPSCs should be injected into immuno-
compromised NOD-SCID mice for teratoma assay. Histological analyses of the
resulting teratomas should show cell types representative of the three germ layers,
including for example pigmented cells for ectodermal, lung, respiratory and gut-
like epithelia for endodermal, and mesenchyme, adipose tissue and cartilage for
mesodermal differentiation. Immunocytochemistry analyses can be used to detect
expression of a-smooth muscle actin (x-SMA), desmin, vimentin, etc. for meso-
derm, a-fetoprotein (AFP) for endoderm, glia fibrillary acidic protein (GFAP) and
BIlI-tubulin for ectoderm markers (Carvajal-Vergara et al. 2010).

The most stringent criterion for mESC/iPSCs is their ability to generate
germline competent adult mouse chimeras and thus germline transmission. For
human iPSCs, teratoma formation in immune-deficient mice seems to be accept-
able so far (Daley et al. 2009; Yoshida and Yamanaka 2010). Besides, the pro-
posed stringent criteria for miPSCs may not be fully required for applications in
which reprogrammed human cell lines are used to model disease processes in
vitro, and to screen for novel drugs or drug toxicity (Ebert et al. 2009). On the
other hand, since current teratoma assays are qualitative in nature, full quantitative
assessment of differentiation capacity of generated cell lines could rapidly allow
Whether those lines retain the capacity for differentiation into three germ layers or
had restricted differentiation capacity, even with the lines that fail functional level
of forming teratoma. A group of researchers support that the most desirable iPSCs
to use for transplantation might be those that do not form teratomas in vivo but
fef?ain the capacity to differentiate to desired cell types in vitro. They proposed that
this possibility can only be determined if non-teratoma-forming iPSC lines are
fully studied in vitro (Ellis et al. 2009). In conclusion, for the purposes of either



regenerative medicine or disease modeling, the cells do not have to be germline- or
teratoma-competent, as long as they have the ability to self-renewal and differ-
entiation into the desired target cells (Yamanaka 2009a, b).

[t was unclear whether reprogramming of female human cells reactivates the
inactive X chromosome, as in mouse. It has been recently shown that human iPSCs
derived from several female fibroblasts carry inactive X chromosome in contrast to
mouse iPSCs that carry two active X chromosomes. While those data indicate that
reversal of X chromosome inactivation is not required for human cell program-
ming, the implications that X chromosome inactivation should take into consid-
eration for the use of female iPSCs with devastating X-linked genetic diseases,
such as fragile X syndrome (mutation in FMR1), a-thalassemia (ATRX), Rett
Syndrome (MECP2), Coffin-Lowry Syndrome (RSK2), DMD. Lesch-Nyhan
syndrome (HPRT) and Wiskott-Aldrich Syndrome (WASP) (Tchieu et al. 2010 ).

5.4 Characterization of Genetic Mutation

The generation of iPSCs from patients with a variety of genetic diseases offers an
opportunity to recapitulate both normal and pathological human tissue formation
in vitro, hence provide a great tool for disease pathology investigations. If the cells
taken from patients having classical Mendelian inherited disorders, point muta-
tions in known genes essential for the given function, molecular mutation analysis
such as karyotype analysis and fingerprinting analysis should be carried out (Park
et al. 2008b).

To verify that the patient-specific iPSC lines are genetically matched to the
donor cells, DNA fingerprinting analysis of the iPSC lines and the donor cells from
which they were derived should be done. Additionally, direct sequencing and an
allele-specific restriction fragment length polymorphism should be used to com-
parc genotype of iPSC lines with that of the donated host cells. Furthermore.
polymerase chain reaction (PCR) analysis of genomic DNA from iPSC lines will
reveal that if they carry integrated copies of the transgenes which they have been
transduced (Dimos et al. 2008).

5.5 iPSCs Differentiation into Desired Cell Types

Beginning with the first cell lineage decisions, gene expression and mutual
interactions between lineage-determining transcription factors with antagonizing
functions show stochasticity (Hemberger et al. 2009). The orchestrating role of the
gene regulatory network points biological patterns for differentiation. To date.
ESC studies have mostly focused on the derivation of subsets of tissue-specific cell
populations. Thus, lineage specific differentiation of murine and human ESCs has
been shown as a powerful tool for studying early embryonic events and lineage
restriction for generating an unlimited cellular supply for cell therapies and tissue



engineering. To produce either progenitors or more mature cells, various exoge-
nous factors were applied in a sequence and time course, which is highly remi-
niscent of normal development.

Much of the hope invested in patient-specific stem cells is based on the
assumption that it will be possible to differentiate them into disease relevz.mt cell
gypes. To differentiate desired cell (ypes within the mixed populat'lol.l of differen-
riating ESCs, there are several well-established stem cell differentiation protocols
mimicking the proper timeline of normal human organogenesis. For hematopoietic,
endothelial, osteoblastic, osteoclastic (Tsuneto et al. 2003: Kawaguchi et al. 2005;
Grigoriadis et al. 2010). cardiac (Doetschman et al. 1985; Schenke-Layland et al.
2008; Arbel et al. 2010), neural commitment (Ying and Smith 2003), pancreatic
(Banerjee et al. 2011), hepatic (Gerbal-Chaloin et al. 2010), chondrogenic and
adipogenic differentiations (Wdziekonski et al. 2003) many very well-established
protocols have been used. Moreover, cell fate specification and maturation could be
selectively altered via manipulation of endogenous developmental signaling
pathways (Rathjen and Rathjen 2003; Meyer et al. 2009). The ability to differentiate
iPSCs in vitro to specific lineages efficiently and reproducibly has been achieved by
using the described protocols with certain modifications (Dimos et al. 2008;
Narazaki et al. 2008; Tateishi et al. 2008; Wernig et al. 2008a; Ebert et al. 2009; Hu
and Zhang 2009 Jin et al. 2009; Karumbayaram et al. 2009; Pfannkuche et al. 2009;
Senju et al. 2009: Tanaka et al. 2009; Taura et al. 2009; Zhang et al. 2009: Carvajal-
Vergara et al. 2010; Comyn et al. 2010; Dick et al. 2010; Gamm and Meyer 2010
Huang et al. 2010; Kaichi et al. 2010; Lamba et al. 2010; Lee et al. 2010; Martinez-
Fernandez et al. 2010; Parameswaran et al. 2010; Swistowski et al. 2010: Teramura
et al. 2010; Zhou et al. 2010).

There are many typical examples for directed differentiation of iPSCs to the cell
types influenced by the disease in recent publications (Tateishi et al. 2008: Meyer
et al. 2009; Grigoriadis et al. 2010). In those studies the researchers showed that it
is possible to generate and fine-tune desired lineages from human somatic cells. In
brief, after creating EBs from generated iPSCs, chemically defined differentiation
media were used to promote the stepwise production of organ-specific cell types.
Therefore using targeted, stepwise differentiation process that follows a normal
developmental timeline, the researcher modeled cell and/or organ development
with human iPSCs (Ueda et al. 2010).

Differentiation should be confirmed by showing the expressions of transcription
factors or surface markers. Apparently, the function of those differentiated cells will
be the last point for evaluation (Dimos et al. 2008). Dimos and colleagues dem-
onstrated that skin cells from patients with amyotrophic lateral sclerosis, ALS,
could be reprogrammed and subsequently differentiated into disease-free motor
neurons (Dimos et al. 2008). Also of note, Ebert et al. (2009) made iPSCs from the
fibroblasts of a SMA patient and his unaffected mother. They were the first to
demonstrate a preserved patient-specific disease phenotype in motor neurons
generated from fibroblast iPSCs. Treatment of these cells in vitro with valproic acid
and tobramycin led to an upregulation of survival motor neuron protein synthesis
and displayed selective deficits when compared with normal motor neurons.



Today, many iPSC lines could be directed into a differentiated functional cell
types. Auditory retinal cells (Jin et al. 2009: Comyn et al. 2010; Lamba et al. 2010;
Parameswaran et al. 2010), cardiomyocytes (Narazaki et al. 2008: Pfannkuche
et al. 2009; Tanaka et al. 2009; Zhang et al. 2009; Carvajal-Vergara et al. 2010:
Kaichi et al. 2010; Martinez-Fernandez et al. 2010), insulin-secreting islet-like
clusters (Tateishi et al. 2008), motor neurons (Dimos et al. 2008; Ebert et al. 2009;
Hu and Zhang 2009: Karumbayaram et a. 2009), dopaminergic neurons (Wernig
et al. 2008a; Cai et al. 2010; Swistowski et al. 2010), auditory spinal ganglion

1993: Lu et al. 2009; Okabe et al. 2009: Raya et al. 2009; Kaneko et al. 2010),
endothelial progenitor cells (Xu et al. 2009; Abaci et al. 2010; Alipio et al. 2010;
Ho et al. 2010; Homma et al. 2010) are available.

Furthermore, Hanna et al. have shown that differentiated iPSCs can be used to

from keratinocytes obtained from patients with Fanconi anemia (Raya et al, 2009),
the correction of hemophilia in mice using iPSC-derived endotheljal progenitors
(Xu et al. 2009), and multilineage functional repair of the diseased heart tissue in

immunocompetent mice using undifferentiated iPSCs (Nelson et al. 2009). Finall Y,
functional dopamine neurons could be generated from reprogrammed mouse
fibroblasts, and transplantation of these neurons could restore dopamine function
when grafted in Parkinsonian rats (Wernig et al. 2008a).
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Chapter 6

Challenges to Therapeutic Potential
of hiPSCs

In a metazoan body all cells possess the same set of genes. Exceptions for this
condition are post-meiotic germ cell lines, mature lymphocytes and cells in species
that exhibit chromosome diminution (Kloc and Zagrodzinska 2001). Therefore,
generating a pluripotent cell in vitro and directing its conversion into a specific
differentiated cell fate, which means rewinding the internal clock of any mam-
malian cell to an embryonic state and then forwarding this high potential cell to
diseased cells, represents a rational and ongoing approach in regenerative medi-
cine. On the other hand, quality control and safety are the main concerns and there
are several technical challenges in using human iPSCs in treatment of several
irreparable human diseases. To minimize or eliminate genetic alterations in the
derived iPSC line creation factor-free human iPSCs are necessary. Defining a
disease-relevant phenotype needs in vitro and in vivo models. Moreover, to gen-
erate markers for differentiation and gene corrections, gene-targeting strategies are
necessary. Besides, cell-type specific lineage reporters, lineage-tracking tools and
tools to disrupt, repair or overexpress genes should be developed in order to model
many human diseases (Saha and Jaenisch 2009).

Since cellular functions are influenced by microenvironmental stimuli, it is
important to evaluate the results obtained from iPSC studies regarding the
reprogramming method, culture conditions and differentiation protocols, which all
influence the outcome (Daley et al. 2009). Kim et al. (2010) revealed several
important facts about reprogramming and resultant iPSCs: first, tissue source
influences the efficiency and fidelity of reprogramming. Second, there are sub-
stantial differences between iPS and embryo-derived ES cells. Third, the differ-
entiation propensity and methylation profile of iPSCs could be reset. Finally and
most strikingly, NT-derived ESCs are more faithfully reprogrammed than most
iPSCs generated from adult somatic tissues (Kim et al. 2010).

In addition, in order to determine whether derived iPSCs are specific to a given
cell line or to a pluripotency, healthy wild-type controls should be used. Although
established human ESC or iPSC lines could be used for this purpose, additionally a
Panel of lines derived from the same patient or unrelated patients suffering from
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the same disease would give valuable information. On the other hand, in single
gene diseases, genetically modified iPSCs could represent an ideal isogenic control
(Colman and Dreesen 2009; Saha and Jaenisch 2009). However, isogenic gener-
ation of iPSC lines would be applied only to diseases with known genetic causes
(Mattis and Svendsen 2011).

Although there are still many challenges regarding the identity of iPSCs, a
couple of reports are available so far to overview a disease phenotype in vitro
(Ebert et al. 2009; Lee et al. 2009; Raya et al. 2009; Ye et al. 2009). Since human
ESC lines display variable outcomes in differentiating into specific lineages
(Osafune et al. 2008), multiple iPSC lines generated from a single patient are
extremely favorable because of providing identical genetic backgrounds. The
challenges for reprogramming technology can be summarized as follows:

1. Traditional reprogramming techniques may not be satisfactory,

2. Presence of viral vectors,

3. Availability of reliable and repeatable protocols for complete differentiation to
a tissue type of choice,

4. Variability in the ability of differentiating to a population of choice and dif-

ferentiated cells are generally short lived,

Necessity of ESC comparisons/lack of proper control,

Aberrations in prolonged cultures,

Non-cell-autonomous phenotypes and diseases of aging,

Low penetrance and modest or undetectable phenotypes for polygenic or

complex factors (Mattis and Svendsen 2011; Zhu et al. 2011).

e S8

Lack of immunogenicity has been the biggest hope for using custom-made,
patient-specific adult cells derived from iPSCs to treat patients with a wide range of
diseases. However, Zhao and colleagues showed very recently that virally or epi-
somally produced iPSCs are immunogenic (Zhao etal. 2011). In this simple but smart
experimental approach, the researchers injected autologous ESCs, unmatched ESCs
and autologous iPSCs derived from fetal fibroblasts into the matched mice. Sur-
prisingly, iPSCs, like unmatched ESCs were rejected by the immune system. Since
the viral vectors used for reprogramming could have been responsible for immune
response, using episomal vectors had been used. Even with this setting immune
rejection was persistent albeit with a weakened response. Overall the data were
unexpected: in teratoma formation assay autologous iPSCs were immunogenic than
matched ESCs (Zhao et al. 2011). Furthermore, the authors suggested that T-cell
dependent immune response in syngeneic recipients by abnormal gene expression in
some cells differentiated from iPSCs might be the reason for the immunogenicity of
iPSCs in this study. Gene expression profiles of iPSC-derived teratomas were ana-
lyzed and it was found that a group of nine genes was expressed at abnormally high
levels. The induced expression of three of those 9 genes (Hormadl, Zgl6 and
Cyp3all) prevented teratoma formation by non-immunogenic ESCs. As a result,
Zhao et al. (2011) suggested that the expression of these minor antigens could be
another proof regarding the epigenetic difference between iPSCs and ESCs.



Although immature iPSCs would never be used for transplantation in clinical
settings (Apostolou and Hochedlinger 2011), differentiated cells derived from
iPSCs could also be immunogenic. It has been shown that upon transplantation,
ESC-derived cells could express additional molecules while they are maturing in
vivo. Therefore, they become more immunogenic (Swijnenburg et al. 2005).

It is clear that there are still important issues resisting the accumulating hopeful
data regarding the therapeutic usage of stem cells. Taylor et al. (2011) scrutinized
the controversy about immunogenicity of stem cell-derived tissues. The authors
stated that the documentation of HLA (or MHC) expression by ESCs has shaded
the reality that any transplanted stem cell-derived tissues, if they are not geneti-
cally identical to the recipient, has the potential to induce allograft rejection via
“indirect” recognition (Taylor et al. 2011). Besides, absence of the expression of
HLA molecules cannot prevent immunological rejection because of activation of
NK cells (Bryceson and Long 2008).

Although it is still unclear whether any of the iPSC lines can be used for
future cell therapy, it should be quite useful to establish the clinical-grade iPSC
banks with a sufficient repertoire of HLA types. Recently, Nakatsuji (2010)
estimated that a collection of unique iPSC lines having homozygous alleles of
the 3 HLA loci (A, B, and DR) would enable full matching for 80-90% of the
Japanese population with a perfect match (Nakatsuji 2010). In addition, Tamaoki
et al. (2010) attempted to use dental pulp stem cells to generate iPSC banking
having a sufficient repertoire of HLA types. They also reported the possibility of
identifying homozygous donors for human iPSC lines for the construction of
such HLA-type banking. The practical isolation and handling of dental pulp cells
may make it easy to expand the size of the bank in multiple institutes and even
establish a number of iPSC lines homozygous for the 3 HLA loci (Tamaoki et al.
2010). In conclusion, establishing stem cell banks that contain pluripotent cells
that are closely matched or compatible for HLA along with the induction of
antigen-specific immunological tolerance instead of life-long immunosuppressive

therapy are hopes for the avoidance of immunological rejection (Taylor et al.
2011).

6.1 Is Reprogramming Necessary for Regenerative
Therapies?

Along with epigenetic discussion another important question is whether it is
necessary to reprogram cells back to pluripotent stem cell state or not. For
regenerative therapies pluripotency may not be a prerequisite for the generation of
certain differentiated cell types.

The experimental transdifferentiation of B cells into macrophages, and pan-
Creatic exocrine cells into insulin producing B-cells provides good examples for
direct conversion of one cell type into another (Xie et al. 2004; Zhou et al. 2008).



It has been shown that overexpression or deletion of individual transcription
factors could change the cell fate in somatic cells (Hochedlinger and Plath 2009).
Moreover, culturing stem cells in defined culture conditions can initiate differ-
entiation programs (Kocaefe et al. 2010). Besides, it has been recently shown that
the direct conversion of fibroblasts to functional neurons with no prior pluripotent
stage is quite possible (Vierbuchen et al. 2010). Fibroblasts have also been
transdifferentiated into cardiomyocytes using a pool of 13 transcription and epi-
genetic remodeling factors (leda et al. 2010). Subsequently, only three (GATAA4,
MEF2C and TBX5) were found to be enough to drive the genetic program reg-
ulating cardiomyocyte differentiation (Lin et al. 1997; Garg et al. 2003; Ghosh
et al. 2009).

Masip et al. (2010) described, “induced transdifferentiated (iT) cells,” as a
novel tool for adult cell fate modification. Interconversion between adult cells
from ontogenically different lineages by an induced transdifferentiation process is
based on the overexpression of a single or cocktail of transcription factors. Since
there is no attempt to reach through an embryonic stem cell-like state, 1T cells may
provide an alternative for regenerative medicine. On the other hand, like iPS cells,
they also need safe methods with transient and/or non-integrative tools for gen-
eration. Moreover they also need in vivo assays to determine the suitability of their
transplantation and applicability in regenerative medicine (Masip et al. 2010).

In conclusion, as Meissner stated, the identification of putative enhancers,
miRNAs, and large intergenic non-coding (linc) RNAs may help us to gain further
insights into the transcriptional regulation and the role of epigenetic modifications
(Meissner 2010). However, the flowing information coming from the rapidly
advancing field of non-coding RNAs clearly shows that we are still far from
understanding how the epigenetic machinery operates cells (Meissner 2010).
iPSCs opened a new era in regenerative medicine since the most desirable
achievement in cell biology research would be getting a genuine regenerative
response from a pluripotent cell that can differentiate into almost any cell type.
Moreover, iPSCs could break the walls of fundamental hypothesis in cell biology.
These cells not only changed the broadly accepted and deeply rooted thoughts
about terminally differentiated cells in developmental biology, but also helped us
to understand how a cell uses its very existing potential to produce other cell types.
By compelling the limits of conventional biology, iPSCs opened a new era for
biologists who need more than words some conceivable formulas generating from
fundamental laws of mathematics and physics to understand complex and emer-
gent behavior of lineage commitment and pluripotency. There is an emergent field
in cell biology that aims to clarify the unfathomably complex interactions of genes
by using general concepts or principles of physics and mathematics to establish a
firm theoretical foundation. Those quantitative models of cell state transitions give
us an opportunity to guide future experimentation aimed at dissecting, and
therefore directing the mechanisms of cell transitions (Hanna et al. 2010). We
would say, iPSCs changed the minds so radically that we may be ready to move
using our theoretical backgrounds in a different way.
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Chapter 7

New Approach to Understand the Biology
of Stem Cells

Colebrook (2002) claims that we are in a post-linguistic era and need to develop
theories and approaches that are not language dependent. On the other hand, we
have been dedicated firmly to use only language to describe extremely complex
and interactive events in biology. If we think that mathematics is the language of
nature then we should be able to represent and understand everything around us
through numbers. When we turn those numbers of any system to the graphs,
patterns emerge. Hence, there are patterns everywhere in nature (Aronofsky 1998).
The way complex systems and patterns arise out of a multiplicity of relatively
simple interactions is called emergence. Therefore, emergence is central to the
theories of integrative levels and of complex systems (Corning 2002).

However, in twentieth century of the science, I assume that we are like col-
orblind humans in biology reminding very didactic story of Leon Lederman with
Dick Teresi (1993) in their book called The God Particle. In this story some
intelligent beings, who cannot see objects with sharp black and white, from
imaginary planet Twilo come to the planet on a goodwill mission. To give them a
test of our culture, hosts take them to World Cup soccer match as the most popular
cultural event on the planet. Since they cannot see black-and-white, they watch the
game with polite but confused looks on their faces. Lederman continues:

As far as the Twiloans are concerned, a bunch of short-pantsed people are running up and
down the field kicking their legs pointlessly in the air, banging into each other, and falling
down. At times an official blows a whistle, a player runs to the sideline, stands there, and
extends both his arms over his head while the other players watch him. Once in a great
while the goalie inexplicably falls to the ground, a great cheer goes up, and one point is
awarded to the opposite team.

The Twiloans spend about 15 min being totally mystified. Then, to pass the time, they
attempt to understand the game. Some use classification techniques. They deduce, partially
because of the clothing, that there are two teams in conflict with one another. They chart
the movements of the various players, discovering that each player appears to remain more
or less within a certain geographical territory on the field. They discover that different
players display different physical motions. The Twiloans, as humans would do, clarify
their search for meaning in World Cup soccer by giving names to the different positions
Played by each footballer. The positions are categorized, compared, and contrasted. The



quantities of cells and tissues from specific sets of patients; however, it is still
unclear whether cells that came from reprogramming technology would recon-
stitute the tissues at the diseased sites is still unclear (Saha and Jaenisch 2009).
Now we may think more deeply whether the human body is a machine where
broken parts are replaceable with the spare parts.

The very contemporary insights are incorporated into evolutionary theory and
complexity in Goodwin’s (1996) mentioned book. He defines organisms as:

Organisms are endowed with powerful particulars that give them the capacity to regen-
erate and reproduce their own natures under particular conditions, whereas inanimate
systems cannot.

This is an emergent property of life that is not explained by the properties of the
molecules out of which organisms are made, for molecules do not have the capacity to
make a whole from a part. DNA and RNA can make copies of themselves under particular
conditions, but this is a self-copying process, not one in which a more complex whole is
generated from a part. This is a principle reason organisms cannot be deduced to their
genes or molecules. The particular type of organization that exists in the dynamic interplay
of the molecular parts of an organism, which I have called a morphogenetic or a devel-
opmental field, is always engaged in making and remaking itself in life cycles and
exploring its potential for generating new wholes.

We have now recovered organisms as the irreducible entities that are engaged in the
process of generating forms and transforming them by means of their particular qualities
of action and agency, or their causal powers. This includes hereditary particulars that give
organisms a type of memory, and the intimate relations of dependence and influence
between organisms and their environments. The life cycle includes genes, environmental
influences, and the generative field in a single process that closes on itself and perpetuates
its nature generation after generation. Species of organisms are therefore natural kinds, not
the historical individuals of Darwinism. The members of a species express a particular
nature (p 176-177).

Goodwin’s statements parallel to German philosopher Immanuel Kant on the
distinction between mechanisms and organisms are legendary:

Kant described a mechanism as a functional unity in which the parts exist for one another
in the performance of a particular function. ... An organism, on the other hand, is a
functional and a structural unity in which the parts exist for and by means of one another
in the expression of a particular nature. This means that the parts of an organism—Ileaves,
roots, flowers, limbs, eyes, heart, brain—are not made independently and then assembled,
as in a machine, but arise as a result of interactions within the developing organism. ... So
organisms are not molecular machines. They are functional and structural unities resulting
from a self-organizing, self-generating dynamic (p. 197).

The emergent qualities that are expressed in biological form are directly linked to the
nature of organisms as integrated wholes, which can be studied experimentally and
stimulated by complex nonlinear models (p. 199).

Furthermore, Goodwin explains how our realization of a human being influence
the way of treating the illness:

If humans are to be understood essentially in terms of genes and their products, then illness
is to be corrected by manipulating them. The result is drug-based medicine and genetic
counseling or engineering. These can be extremely effective in certain circumstances, but
medical care based on this approach focuses on illness rather than on health (p. 205).



Finally the writer cited Ingold’s (1990) statement:

Organisms and persons are not the effect of molecular and neuronal causes, of genes and
traits, but instances of the unfolding of the total relational field. They are formed from
relationships, which in their activities they create anew (p. 210).

Such novel insights need to exceed strong barriers in cell biologists who are
very loyal to conventional theories of life. Fortunately, those ideas are coming
with a simple mathematics and physics as much as possible.

7.2 Changed Paradigm: Reprogramming as Rare But Robust
Process

During development, there is a gradual loss of differentiative potency proceeding
from totipotency to pluripotency and multipotency in committed cell lineages
toward terminal differentiation (Hemberger et al. 2009). The thought was broadly
accepted and deeply rooted for many years in developmental biology that once a
cell has terminally differentiated and become lineage committed, then it loses the
potential of producing other cell types (Huang 2009).

In late 1950s Waddington introduced the term epigenetics to describe the
unfolding of the genetic program for development. To Waddington, epigenetics
was not very different from embryology, but it was a theory of development that
proposed the early embryo was undifferentiated, and changed it to epigenetics
(Waddington 1959). His epigenetic landscape is a metaphor to represent the way
that developmental decisions are made. One common metaphor was a ball placed
on a landscape, where the shape of the landscape “attracts” the ball more likely to
follow certain channels and end up in certain places (Fig. 7.2). These lowest points
represent the eventual cell fates, that is, tissue types. All the cells in the embryo
would evolve according to the same laws, but because of the existence of inducing
signals, cells in different regions would follow different pathways and end up at
different attractors, which can be elegantly associated with different states of
terminal differentiation. Once in its final valley, the ball cannot easily cross the
mountain into neighboring valleys or return to the beginning (Waddington and
Robertson 1966; Slack 2002).

Since the NT experiments have shown that, the nucleus of most, if not all, adult
cells retains nuclear plasticity and can be rebooted to an embryonic state (Byrne
et al. 2007), the recent groundbreaking reversion of this assumingly and potentially
irreversible developmental process by the derivation of mouse iPSCs from adult
dermal fibroblasts has surprised many cell biologists (Takahashi and Yamanaka
2006). While Waddington’s epigenetic landscape metaphor is available to
understand differentiation status of a cell, further explanations are needed to
understand molecular nature and epigenetic barriers for reprogramming. It is
obvious that the cell-fate determination and reprogramming are complex systems
by emerging patterns from divergent genetic and epigenetic signals.



Fig. 7.2 In Waddington’s
landscape [from reference
Waddington (1957)] ball
represents a totipotent
fertilized egg. It will
differentiate into various
lineages while the ball rolls
down from the valley
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7.3 From Reductionism to Wholeness

As Sui Huang (2011) stated clearly, molecular pathways, typically schematized in
the form of an arrow-arrow diagram (A—B—C—etc.), represent biochemical
cascades and are seen as the molecular embodiment of chains for many cell
phenotypes. Hence, researchers preferred to use that arrow—arrow diagram in order
to explain cell-fate decisions leading to describe many cell phenotypes. However,
flood of genome-wide expression data along with many ‘omics’ data weakened
this comfortable notion very much. This recent data set out the unfathomable
complexity ‘of molecular networks with their impenetrable density, therefore
arrow—-arrow schemes of reductive approaches of cell biology lost its clarity and
simplicity (Huang and Wikswo 2006). Precluding the development of the concepts
for understanding the collective parts is the biggest complication of the efforts to
discover pluripotency and their molecular targets. The need for integrative
approaches in the form of networks has started to be perceived among scientist in
the middle of twentieth century (Kauffman 1969). Today emergent collective
behaviors, e.g. pluripotency versus lineage commitment, can be explained by
nested binary choices at the regulatory network-designed cell behavior level,
which is far from simple linear causal explanation (Huang 2011).

Sui Huang, one of the pioneers of system biology is offering simple, general-
izable patterns or principles that can be grasped by the human mind not with-
standing the complexity of molecular interactions. This theoretical foundation is
available to satisfy our intuitive comprehension by consistency with physical and
mathematical principles (Huang 2011).

Huang (2004) tried to set up a pedagogical framework to describe sources of
cellular states by the help of a complex high-dimensional integrated dynamical
system. Huang, used natural and expected “the ground state” character of pluri-
potency to explain rarity and robustness of reprogramming events (Figs. 7.2, 7.3).

In order to understand the basics of dynamical system theory we need to get
familiar with state spaces, attractors and regulatory networks. Therefore we may
take the ball from Waddington’s landscape and throw it into a bowl. Ball will
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Fig. 7.3 Illustration of the co-existence of rarity and robustness in reprogramming the
pluripotent state (‘‘jumping back’’). Note the ‘‘subattractors’ (‘‘wash-board potentials’) as
manifestation of the ruggedness of the epigenetic landscape, which imposes intermediate states
that slow down the reprogramming events (with permission, from Huang 2009)

move around the bowl until it eventually comes to rest at the lowest point in the
bowl. In dynamic systems that lowest point is called attractor (because ball was
‘attracted’ to that point). Without a very large perturbation the system becomes
locked into a particular attractor. Now the whole ball is what dynamic system calls
the basin of attraction of that system (Kauffman 1993). In cell biology, the basins
are separated by some unstable states, which constitute the epigenetic barriers.
Once an attractor is reached, the associated expression pattern is maintained
(Huang 2009).

State space is simply an imaginary map of all the possibilities open to the
system, e.g. for a coin toss it is just two points, heads or tails. In cell biology it is
gene regulatory circuits. For a bistable gene regulatory circuit if, for instance, gene
1 (unconditionally) inhibits gene 2 or vice versa, there are only 2 possibilities:
X, > X, or X; < X, (Fig. 7.4a). This particular 2-gene then generates two distinct
attractor states: S, has the expression pattern, X; > X5, and Sy has the comple-
mentary pattern, X; < X,. Since the two attractors can coexist within the same
environmental conditions the circuit is said to be bistable. Attractor states are
robust, “self-stabilizing”, distinct states (Fig. 7.4b) (Huang 2009, 2011).

Huang (2011) summarizes the network dynamics as follows:

An abstract network state S(7) = (xi, x»,..., X,,) at time 7, which also represents a particular
gene-expression profile, hence the state of a cell, is mapped into a point object charac-
terized by its position.

An entire network and its state S at a time ¢ maps into one point in state space. The
trajectory in state space captures the coordinated change in gene expression as dictated by
the gene-regulatory network. Since the network state S also represents a gene-expression
profile, which in turn determines the cell phenotype, a trajectory tracks the cell’s phe-
notype change. The state space trajectory is thus a directed curve that truly represents a
developmental process, such as differentiation. Unlike an arrow in a network diagram or a
‘pathway’ which is merely a shorthand symbol that has been over-interpreted as a causal
explanation in biology, the arrow in state space or trajectory (Fig. 7.4c) is a formal
physical entity and represents a biological process in its entireness; it is a true path.
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Fig. 7.4 The transformation from arrow—arrow approaches to system biology, which uses state
spaces, trajectories and attractors. a Circuit architecture of two mutually inhibitory genes and
examples of gene regulatory circuits using same binary decisions for cell differentiation in many
multipotent cells. b Dashed line represents the separatrix, dividing the state space into the basins
of attraction. Bottom: Simplified schematic representations, obtained from cross section along the
dashed line *...*. ¢ Any point in this space represents a (theoretical) network state S at time 7,
defined by the expression values x of the subnetwork’s two genes, S = (x;, x,) (gene-expression
pattern) at time r. Since, as most states, they do not represent stable network states, they are
driven by the network interactions to seek a stable state; hence they move in state space along
trajectories (solid line) that lead to the stable attractor state. The trajectory represents the
movement of the state that manifests the regulatory relationship ‘X inhibits X,’—however, it is
modulated by other inputs from the network. The states, S; and S5, the perturbed trajectory all lie
within the state-space region that ‘drain’ to the particular attractor $¥;. hence they all lie within its
basin of attraction (with permission, from Huang 2009 and 2011)

Since all of the measurements about molecular networks are snapshots of a
fixed moment, it has to ignore completely potentially functional variations. If we
imagine a gene regulatory network as state of fluctuating gene expressions, even
within homogenous cell populations, having a clear idea about the functional state
of cells using mRNA expression values coming from broad range microarray
analysis would not be ideal or realistic (Fig. 7.5).

If we go back to Huang’s (2009) epigenetic landscape in Fig. 7.3, we are able to
see that in the dynamic perspective, individual cells in a clonal population show
fluctuations in their expression levels within the attractor basin and the cells that at
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Fig. 7.5 Considering gene expressions as waves in a snapshot of a wavy sea (a), the expression
of each individual gene X; to Xy would fluctuate in every consequent minute (b), although the
phenotype of a cell is stable in a basin of allowed limits of fluctuations (c). Instead of describing
interactions of genes in a arrow-to-arrow manner, a graphical representation of whole network
would give a better idea through a dynamic system such as molecular network (d). (The graphical
representation in d is displayed with the permission of Dr. Sui Huang)

the given time happen to be near the rim of the basin are most responsive to
differentiating signals that kick them out of the stem cell attractor or destabilize the
latter. Overall, the efforts for inducing differentiation pathways both in somatic or
embryonic cells indicate that once the epigenetic barriers are exceeded by any
reprogramming events, then the cell-fate changes (Hochedlinger and Plath 2009).
If stem cells contain a heterogeneous mixture of microstates, each primed for a
distinct fate, then transitioning into each other in a dynamic equilibrium (within
the attractor basin) is highly possible when no fate-committing external cue is
present (Huang 2009). Since Ying et al. (2008) presented ESCs have an innate
program for self-replication that does not require extrinsic instruction; the ground
state character of pluripotency can be accepted as natural default state. Then, with
the help of Huang’s (2009) complex high-dimensional dynamical system, we can
understand why reprogramming pluripotency is robust yet rare:
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Fig. 7.6 Tooth components. Odontoblasts, periodontal ligaments and osteoblasts are secreting
cells of three closely related tissues, dentin, periodontal membrane and alveolar bone

Since the pluripotent state is an attractor state with a rather large basin of atraction, it is
robust—a ground state.

And the rarity of reprogramming events can be explained because of the rug-
gedness of the attractor landscape:

Only a small fraction of the cells in the population, namely those whose fluctuating
microstate map into a gene expression pattern that fulfils some particular priming
requirement, may actually be responsive to the nature of the reprogramming signals
(Fig. 7.3) (Huang 2009).

7.4 More Future Considerations

It is obvious that differentiation and lineage commitment warrant a ground state
model. If you could push ontogenically closed cells to a common place, mimicking
differentiation pathways would follow the pathways through cellular specification



Fig. 7.7 Reprogramming of highly clonogenic stem cells derived from (a) deciduous dental pulp
(Dec), (¢) periodontal ligament (PDL) belong to a permanent tooth, and (e) dental pulp from same
permanent tooth (Per) gave iPSC colonies, which are morphologically different (b—f)

aimed at the identification of the earliest lineage precursors. For example, tooth
and alveolar bone duo may serve as a model to search such a close differentiation
pathways, since there are very closely specialized tissues in an anatomical local-
ization. Those tissues are alveolar bone of jaws, periodontal ligament, cementum
and dentin of the tooth root, which are secreted by closely related cells: osteo-
blasts, periodontal ligament fibroblasts, cementoblasts and odontoblasts, respec-
tively (Fig. 7.6). '

They are all mesenchymal in origin except odontoblasts which have neuroec-
todermal origin (Koussoulakou et al. 2009). Although those tissues display many
functional and physiological differences, there are no specific markers available to
identify their specificity. On the other hand mesenchymal stem cell properties of
periodontal ligament and dental pulp cells are almost identical (Huang et al. 2009).
Dental pulp stem cells show clear difference than the other mesenchymal origined
umbilical cord stromal stem cells (Oktar et al. 2011). However the attempt to
reprogram them to iPS state showed varied phenotypes that can be moderated
through passages (Fig. 7.7) (Yildirim, unpublished observation). It would be
interesting to search if those morphological discrepancies reflect epigenetic status
of different but closely related cellular origins, which arose.
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Chapter 8
Conclusion

Reprogramming technology surprised many cell biologists at the beginning. IPSCs
caused a real U turn in cell biology; cells can be reprogrammed into their
embryonic states whenever you need. The techniques are evolved enormously fast
and today there are tremendous investments to develop robust and sensitive ways
to generate ideal pluripotent cells. However, for obtaining the pluripotent lines,
their subsequent differentiation and characterization, validated techniques and
reagents in order to achieve high quality and safe progenitor cells must be con-
ducted under controlled conditions. While those processes are helping a lot to
solve the biggest problem of medicine, they are also pushing minds to think more
deeply about health vs. illness. Yet, iPSCs would have profound implications for
both basic research and clinical therapeutics by providing a patient-specific model
system to study the pathogenesis of disease and test the effectiveness of phar-
macological agents, as well as by providing ample source of autologous cells that
could be used for transplantation.

S. Yildirim, Induced Pluripotent Stem Cells, SpringerBriefs in Stem Cells 69
DOL: 10.1007/978-1-4614-2206-8_8, © The Author(s) 2012



About the Author

Sibel Yildirim is an associate professor at the Faculty of Dentistry, Department of
Pediatric Dentistry, University of Selcuk, Konya, Turkey. She has been lecturer
and practising dentistry at the university for years. She and her colleagues have
established the first multi-disciplinary, dental/oral research centre in Turkey. She
has authored many papers in international journals and has completed several
research projects. Along with her pediatric dentistry PhD, she has also her second
PhD on histology and embryology. Her research interests include the role of
cytokines on deciduous tooth resorption, the viral ethiopathogenesis of pulpal/
periapical diseases of deciduous teeth and vital pulpal therapies using recombinant
human proteins or gene therapy. Accordingly, she has led some experiments on
deciduous tooth pulp tissue and her team obtained important results showing high
regulatory capacity of dental pulp cells on the events of deciduous tooth resorption
or retention.

She had a chance to study with the indisputable leaders in the dental engineer-
ing field in Japan, Switzerland and the United States. She has become an expert in
stem cells from the pulp tissue of deciduous and permanent teeth. She and her
colleagues showed that dental pulp tissue stem cells have some clear differences
than mesenchymal stem cells obtained from umbilical cord stroma. In addition to
her dental tissue engineering studies she has pursued re-programming experiments
in Geneva. In this part of her studies, she tried to generate the induced pluripotent
stem cells (iPSCs) from deciduous vs. permanent dental pulp stem cells, as well as
periodontal ligament cells and oral keratinocytes. She could observe that stem cells
that have dental origin displayed strong potential for reprogramming. She believes
comprehensively that isolating epithelial and mesenchymal stem cells from
deciduous teeth and turning them to iPSCs will point toward novel venues for in
situ restoration of dental tissue repair.

As a pediatric dentist, histologist and embryologist, she does believe that she
has really powerful tool for understanding cell biology. After long years of
experience in academic fields in three different continents she found herself that
she became a student again who is keen to reach beyond the traditional boundaries

S. Yildirim, Induced Pluripotent Stem Cells, SpringerBriefs in Stem Cells 71
DOI: 10.1007/978-1-4614-2206-8, © The Author(s) 2012
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indice de Siglas /Acrénimos

ADN Acido desoxirribonucleico
AFP Alfa fetoproteina
AP Fosfatase alcalina

ATR-X Alfa Talassémia Retardium Sindrome
bFGF Fator de crescimento basico dos fibroblastos

BMP Proteina morfogenética 6ssea

CDKN2A Inibidor de cinases dependentes de ciclinas 2A
CEE Células estaminais embrionarias

CEPi Células estaminais pluripotentes induzidas
CGP Células germinativas primordiais

DEcH Doenca do enxerto contra hospedeiro

DGP Diagnostico Genético Pré-Implantacao

EGCs Células germinativas embrionarias
EpiSCs Células estaminais do epissoma

FGF Fator de crescimento dos fibroblastos
GDF3 Fator de crescimento e diferenciacdo 3
GFAP Proteina glial fibrilar acida (GFAP)

GSCs Células estaminais germinativas

GSK3 Cinase-3 da sintase do glicogénio

HDAC Histona deacetilases

hECSs  Células estaminais embrionarias humanas

HLA Antigénios de leucdcitos humanos
KIf Kruppel-like factor
LIF Fator de inibicdo da leucemia

LRH-1  Recetor homologo do figado -1
MAPK Proteina cinase ativada por mitbgeno

MCI Massa celular interna

MEF Fibroblastos embrionarios de ratinho

MESCs Células estaminais embrionarias de ratinhos

MHC Complexo de histocompatibilidade major

MSC Células estaminais mesenquimais

NT Transferéncia nuclear

OPERA Oscillation Project with Emulsion-tRacking Apparatus
PcG Proteinas do grupo Polycomb

PCR Reacao de polimerizagdo em cadeia

RFLP Polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo
RISC Complexo Silenciador Induzido pelo RNA

RNAm  Acido ribonucleico mensageiro

SSEA Antigenos Embrionarios Estagio-Especificos

TEM Transicéo epitelial-mesenquimal

TGF-8 Fator de crescimento transformador beta

TNCS Transferéncia nuclear de células sométicas

VPA Acido valproico

a-SMA  Alpha-actina de musculo liso



