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MELBOUKREMNE ANIMAL ETHICS
CATION FOR APPROVAL TO AMEND AN APPROVED PROJE
About this form:

This form should be used to request an amendment to a previously approved project. An amendment is a minar

change to an approved project that remains within the same aims of the orginal project, and does not change, or
reduces, the impact on animal welfare.

This may include:

* Request to add or remove staff or students

* A request for additional animals, but not so many as o make the AEC question the integrity of your research
design or aims of your project

* An extension to the duration of the project, for example, due o leave or issues with animal availability
* Minor amendment to, or addition of, a procedure or protocol

An amendment that falls outside of these guidelines, or increases the impact on animal welfare, should be submitted as
a mew application.

Before you begin your amendment application, please read the following information:

Applicants should visit the ORE| website and downlead the Amendment Reguest form each time a new
amendment is created, in order fo ensure the most up-to-date version of the form is used.
Amendment Request form

2. For specific guidelines ocn completing the Amendment request form, click on the following link to access an
anline version of the Amendment Request guidance document. Open this document and use it as a
companion to navigate to guidance information on the specific section of the amendment you are working on.
Amendment Request guidance document

3. Refer to the Animal Care and Use Standards and use these io describe the procedures in your amendment.
Animal care and use standards
4. To ensure that all AEC members are provided with sufficient information to participate effectively in the

assessment of the amendment, all responses should be clear, concise and written in plain English.
WWriting fior a non-scientific audience

5. For further guidance and assistance, contact the Animal Welfare Officer or relevant animal ethics administrator.
Contact Details

What to do when you have completed your amendment application:

1. I is highly recommended that you have your amendment pre-reviewed by a trusted colleague experienced in
preparing animal ethics applications prior to submission.

2. Sawve your amendment as a Microsoft Word file (not a PDF) using the new version |ID number generated by
Themis as the file name.

3. Uplead your amendment into Themis as attachment type “Application™.

4. Upload any new or amended Monitoring and Intervention sheets as attachment type “Menitoring and intervention
proforma’. Upload any other new or amended attachments as attachment type ‘Miscellaneous’. Any existing
documentation that is still relevant to the project as a whole, including unchanged Monitoring and Intervention
sheets, should also be uploaded. Ensure all attachments are named clearly and logically.
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1. ADMINISTRATIVE DETAILS

14  Project ID and Title:
I No: 1614017.8

Title: Generating zebrafish lines and developmental studies

2. AMENDMENT DETAILS

2.1 Request to add or remove Investigators
(] ves — Note: these changes will alzo need to be made in Themiz [ Mo - Go to Section 2.2

When adding new investigators, list each protocoliprocedure that they will be performing and indicate whether the
investigator is 'C’ (competent) or 'T" (needs training). Enter "M/A” when an investigator is not performing a particular
procedure. For instructions on changing procedures for investigators, and for including Animal Facility Managers, animal
facility staff, weterinary nurses, farmers, etc., refer to the "ANIMAL ETHICS AMENDMENT GUIDAMCE' document. Note
that investigators requiring training must not perform procedures without supervision until deemed competent.

PROTOCOL/PROCEDURE
=
s | £ | - E
=] g I o o
8| 5| 7 |B2e| B | 8 | =
£ E |~Eg| 5 B 2
a g @ = E @ 2 = ]
S| E| 2 |Ez8 2| 3| ¢
INVESTIGATOR = = =
Luana Munes Santos | C MNiA C MIA c iz MiA

*Add/delete rows az neceszary
Luana is fully competent in the microinjection, imaging. monitoring and euthanasia she will be inmvochved in, having worked

on this project at Monash University Fishcore Facility throughout 2018,

2.2 Request for time extension
[ ves E Mo - Go to Section 2.3

Proposed new end date: {Insert date here}

2.3 Request for additional animals
[ ¥es — Note: these changes will also need to be made in Themiz B Mo - Go to Section 2.4

Species/Strain/Sex/Age Mo. Reguested in Mew Taotal
this amendment

* Add more rows as necessary
Provide details of:

# The source of the animals, any transport information and housing details; and
» Statistical or other justification relevant to your experiments for the numbers requested.

2.4 Request to amend andior add procedure/s
O ves B No - Go to Section 2.5

2.5 Justify the requested amendment

Office for Research Ethics and Integrity | Animal Ethics Page 2 of 3
Amendment Request form | Version 2.0 | December 2015



Justify in full why this amendment is needed. You should:

* Provide a clear justification for the purpose of the amendment;

® Include the relationship to the aims and design of the original project, and any previously approved amendments;
and

» Detail how the principles of the 3R's — Replacement, Reduction and Refinement — have been met.

Luana is a visiting PhD student from Braazil, who is conducting research on zebrafish in our collaborator's laboratory at
Monash University (Dr. Mirana Ramialison's lab). As a collaboration, she would like to spend a few weeks hosting in our
labx and inject zebrafish eggs with green fluorescent protein transgenes (at one-stage) and assess GFP expression by
daily imaging up to 7 days postfertilization. (this will be done without the mounting required for time-lapse imaging
described in our onginal application, and be a simple “looking at embryos [ larvae under the microscope™)

Reduction: The number of embryos injected will follow our approaches for transgene injection. At 2 or 3 days
postfertilization, animals can be screened for successful expression (GFP in a subset of cells).

Refinement: Microinjection and screening / imaging and procedures are already refined and best cumrent standard.

Replacement: The objective of this particular experiment is to assess how GFP expression can be targeted to different
subregions of the heart by the use of modified enhancer elements that determine when and where GFF is expressed.
This is based on bicinformatic modelling. but needs a living veriebrate for assessing validity of the bicinformatics
predictions.

Office for Research Ethics and Integrity | Animal Ethics Page 3 of 3
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RESUMO

Santos LN. Redes génicas que interagem com COUPTF-I1 para determinar a identidade
atrial através de um elemento complexo de receptores nucleares (CNRE). Tese de
doutorado em Biologia de Sistemas. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2020.

A integracdo entre movimentos morfogenéticos e redes de regulacdo génica durante o
desenvolvimento embrionario é responsavel pelo correto desenvolvimento cardiaco. Neste
processo, padrbes espaco-temporais da expressdao génica levam a transformacdo do tubo
cardiaco primitivo num coracdo formado por quatro camaras. Pouco se sabe a respeito de
como esses eventos acontecem a nivel molecular. Foi demonstrado que o gene SMyHC Il1I
apresenta dualidade na expressao durante o desenvolvimento cardiaco. Nos estagios iniciais, é
expresso ao longo de todo o tubo cardiaco, enquanto na etapa da especificacdo das camaras
(&trio e ventriculo), sua expressdo passa a ser atrio-especifica. Postulou-se que um elemento
de resposta a vitamina D e ao acido retinoico (VDRE/RARE), presente na sequéncia do
promotor do gene SMyHC 111 era responsével pela repressdo da atividade ventricular, mas a
sequéncia responsavel por sua especificidade atrial carecia de elucidacdo. A fim de
compreender este processo, nosso grupo de pesquisa descreveu o elemento complexo de
receptores nucleares (CNRE), um novo sitio regulatdrio, de 32 pares de base e estruturalmente
formado por trés héxades (A, B e C) que contém sitios de ligacdo de receptores nucleares
presente no promotor. Em face destas evidéncias, neste trabalho testamos a hipdtese de que
cNRE ¢é responsavel pela ativacdo atrio-especifica do promotor de SMyHC 11, além de propor
o mecanismo molecular que, através do cNRE, regula esta atividade. Inicialmente, para
validar a hipotese, foram realizados experimentos de transgenia em zebrafish, onde
demonstramos que o promotor SMyHC 111 (contendo o cNRE) dirigiu a expressdo de GFP de
modo preferencial em atrios e transformou o padrdo de atividade de um promotor ventricular
(vmhc) numa direcéo atrial, demonstrando que o cNRE é um elemento necessario a ativagéo
atrial do promotor, além de cruzar a barreira de espécie. A proxima etapa foi verificar se o
regulador do destino atrial COUPTF-II (do inglés, Chicken Ovalbumin Upstream Promoter
Transcription Factor Il1), poderia ativar o promotor SMyHC Ill via cNRE e, apesar de
COUPTF-II interagir com o promotor numa regido que contém o cNRE, observamos que a
ligagdo de COUPTF-II reprimiu a atividade do promotor. Assim, utilizamos espectrometria de

massas como estratégia para identificacdo de coativadores de COUPTF-I11 e identificamos o



receptor de andrégeno (AR). De modo andlogo ao COUPTF-11, AR age como repressor do
promotor SMyHC 11l. No entanto, observamos que a interacdo sinérgica entre COUPTF-II e
AR ativa promotor SMyHC |1l de forma dependente do cNRE. Em sintese, neste trabalho
evidenciamos que cNRE, presente na sequéncia do promotor SMyHC IlI, contém a
informacgdo necessaria para sua atividade atrio-especifica, bem como para sua repressdo
ventricular. Também demonstramos que este elemento é sitio de ligacdo para COUPTF-II
que, numa interacdo sinérgica com AR ativa o promotor via cNRE, revelando uma nova
funcdo para AR que nédo havia sido reportada na literatura. Adicionalmente, verificamos que a
ativacdo do promotor de SMyHC |1l mediada por cNRE se d& por um mecanismo universal

que cruza a barreira de espécies.

Palavras-chave: COUPTF-Il. AR. Promotor SMyHC IlI. Atrio. Elemento regulatorio.



ABSTRACT

Santos LN. Genetic network interacting with COUPTF-Il to determine the atrial
identity through the complex nuclear receptor element (c(NRE). Doctoral thesis in System
Biology. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo, 2020.

The interplay between morphogenetic movements and gene regulatory networks taking place
during embryonic development is responsible for proper heart development. In this process,
spatial gene expression patterns lead to the development of the primary heart tube into a
complex four-chamber organ. However, little is known about how these events are regulated
at the molecular level. For instance, it has been evidenced that the SMyHC 111 gene has a dual
pattern of expression during heart development. In the early stages, it is expressed throughout
the entire heart tube and then, upon chamber specification, its expression is restricted to atria.
It has been postulated that a Vitamin D/Retinoic Acid Responsive Element (VDRE/RARE),
present at the SMyHC III promoter is in charge of its ventricular repression. However, the
element driving its atrial expression remains elusive. As a means to fill this gap, our research
group previously established that the SMyHC 111 gene promoter carries the complex Nuclear
Receptor Element (CNRE), a new 32-bp regulatory element that is composed of three tandem-
arrayed hexads, harboring binding sites for multiple transcription factors. Here, we
hypothesized that cNRE is responsible for the atria-specific activation of the SMyHC IlI
promoter, and the molecular mechanism regulating this characteristic. Transgenesis assays
performed in zebrafish with the SMyHC I1l promoter driving GFP expression revealed that
cNRE is necessary for atrial GFP expression and sufficient to switch the ventricular specific
promoter (vmhc) towards an atrial direction. Thus, not only cNRE drives atrial specification
of gene expression, it crosses the species barrier. Next, we tested whether the master regulator
of atrial identity COUPTF-I11 (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor
I1), would activate the SMyHC I11 promoter via cNRE. We found that COUPTF-II binds a
promoter fragment that harbors the cNRE. Unexpectedly, transactivation assays showed that
COUPTF-II represses SMyHC Il promoter activation. We then employed a Mass
Spectrometry-based strategy and identified the Androgen Receptor (AR) as a new COUPTF-
Il ligand. AR was also found to be a repressor of the SMyHC Il promoter, but in synergic
interaction with COUTF-II, it activated the promoter in a cNRE-dependent manner. In
synthesis, in this thesis, we validated a new gene regulatory sequence (CNRE) that is



responsible for the atrial activation of the SMyHC 111 promoter, as well as for the repression of
the same promoter in the ventricular context. We also showed that this element has a binding
site for COUTF-II that, synergically with AR activates SMyHC 11 promoter via cNRE. Taken
together, these findings point out to a new complex nuclear receptor element (c(NRE) carrying
species barrier-crossing information to provide chamber-specific gene expression and unveil
new roles for known transcription factors in cell fate and cardiac chamber specification.

Keywords: COUPTF-1l. AR. SMyHC Il promoter. Atrium. Regulatory element.
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Serd apresentada uma breve introducdo sobre desenvolvimento cardiaco e especificacao

das camaras cardiacas para contextualizacdo deste estudo.

1.1 O desenvolvimento cardiaco

O desenvolvimento do coragdo, primeiro 6rgdo funcional em vertebrados, se inicia logo
apos a gastrulacdo, onde dois campos laterais anteriores no mesoderma esplancnico recebem
estimulos intercelulares positivos e negativos (fator de crescimento de fibroblasto 8 (Fgf 8),
proteina morfogenética d6ssea 2 (BMP 2) e Wnt 1,3 e 8) que determinam o chamado
“mesoderma pré-cardiaco”. Estes sinais resultam, eventualmente, na ativacdo transcricional
de reguladores do fendtipo cardiaco como Nkx2.5, GATA4, Mef2C e Thx5 (1-3). Esses dois
campos migram de modo anterior e lateral, a partir da linha primitiva, dando origem ao
crescente cardiaco que, ao migrar rapidamente em dire¢cdo a porcdo medial do embrido
(sentido antero-posterior) forma o tubo cardiaco, que ja funciona como uma bomba
peristéltica vital na distribuicdo de nutrientes e oxigénio. Esta estrutura, ainda primitiva, é
composta por uma camada interna de endocérdio, uma camada intermediaria, a geleia

cardiaca, e 0 manto cardiaco na camada mais externa (1,4,5).

Estudos de mapa de destino determinaram, a partir da relacdo espaco-temporal de
precursores cardiacos e a expressdo de retinaldeido-desidrogenase 2 (Raldh2), que a porcéo
anterior (efluxo) do crescente cardiaco dara origem ao ventriculo e ao conus arteriosus,

enquanto a regido posterior (influxo) daré origem ao &trio e ao seio venoso (Fig. 1) (4,6-11).

Nos estagios posteriores do desenvolvimento, o coragdo primitivo sofrerd movimentos
morfogenéticos de looping para direita e a convergéncia, que consiste na migracdo dos atrios
e do seio venoso para a porcao superior do coracdo, e por fim, o encaixamento em cunha com
0 posicionamento dos coxins do tronco cardiaco entre os primordios das valvas mitral e
tricuspide, dando origem a estrutura cardiaca final, composta por quatro camaras (Fig. 1)
(5,12,13). O crescimento do tubo cardiaco, essencial para etapas descritas anteriormente, se
da pela adigéo de progenitores indiferenciados do mesoderma lateral na por¢do caudal do tubo
cardiaco e pela incorporacdo de precursores do mesoderma esplancnico ao polo cranial do

mesmo (9).
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B Precursor influxo B Precursor efluxo

Figura 1: Representacdo esquematica da sequéncia de movimentos morfogenéticos
necessarios a formacéo do coragéo.

(A e B) A migracdo cranial bilateral dos progenitores cardiacos que dardo origem ao crescente
cardiaco (campo cardiaco) destacado em vermelho o precursor da regido de influxo, enquanto a regido
em azul corresponde ao precursor de efluxo. (C) Migragcdo medial do crescente cardiaco dando origem
ao coracdo tubular j& passivel de batimentos cardiacos. (D-E) Subsequentes movimentos
morfogenéticos iniciado com o looping a direita (D) e elongacdo do coracdo tubular em formato de
“S”, com posterior movimento convergente onde a estrutura sino-atrial € movida dorso-cranial sobre a
estrutura de efluxo (E), que por fim dara origem a configuracéo final do coragcdo composto por quatro
camaras cardiacas (F). (ot) trato de saida; (a) atrio; (rv) ventriculo direito; (Iv) ventriculo esquerdo;
(sv) seio venoso; (ra) atrio direito; (la) atrio esquerdo. Modificado de (14).
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1.2 Receptores nucleares e o desenvolvimento cardiaco

Como mencionado, o desenvolvimento cardiaco é um evento complexo e regulado
pela expressao diferencial de receptores nucleares e/ou fatores de transcricdo nas células que
compdem o coragdo. Os receptores nucleares compreendem uma ampla familia de fatores de
transcricdo que regulam a expressdo de genes-alvo, sendo sua principal funcdo mediar a
resposta transcricional, em células-alvo a partir da interacdo com sequéncias especificas no
DNA (15-17). Os receptores nucleares podem ser subdivididos em trés tipos gerais: o tipo 1
inclui os receptores esteroides classicos como receptor de andrégenos (AR), estrogenos (ER),
progesterona (PR), glicocorticoide (GR) e receptor de mineralocorticoide (MR). O tipo 2
inclui os receptores nucleares que dimerizam com o Receptor de Retinoide X (RXR), como 0s
receptores de vitamina D (VDR), horménio tireoidiano (TR), &cido retinoico (RAR) e
receptores de ativadores da proliferacdo de peroxissomos (PPAR). O tipo 3 séo receptores
nucleares orfaos, como o fator de crescimento nervoso B (NGFI-B), fator nuclear hepatico 4
alfa (HNF4a), receptor orfio RAR-relacionado alfa (RORy), COUPTF-II (Chicken
Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor Il), para os quais ainda ndo foram
descritos ligantes (17,18).

A contribuicdo singular de fatores de transcricdo ao desenvolvimento cardiaco pode
ser ilustrada tomando como exemplo os fatores de transcricdo proteina de ligacdo GATA 4
(Gata-4), fator de transcri¢do T-box 5 (Tbx-5) e COUPTF-II, expressos nas regides de influxo
cardiaco (19-22). Evidéncias de estudos com knock-in e knockout demonstraram que a
auséncia de Gata-4, por exemplo, resulta em cardia bifida (dois coracdes independentes) em
embribes de camundongo, além de reduzido nimero de cardiomiécitos (1). J& Thx5 foi
demonstrado como fator de transcricdo importante para o processo de diversificacdo das
camaras cardiacas, pois animais transgénicos com a expressdo dirigida por um promotor
ventricular (5-MyHC) apresentaram redugéo na expressao do gene ventricular Mlc2v, além de

resultar em falha na trabeculagéo (23,24).

O receptor nuclear COUPTF-I1I representa um dos mais bem caracterizados receptores
nucleares dentro de sua classe, sendo altamente conservado em metazoarios, e
desempenhando um papel fundamental durante o desenvolvimento e homeostase em
diferentes organismos. COUPTF-I1 age como repressor ou ativador da atividade transcricional
de genes-alvo, promovendo a diferenciacdo celular, proliferagdo, migracdo, sobrevivéncia e

comunicacdo intercelular (25,26). Camundongos nocaute para COUPTF-II morrem antes do
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estagio de 10.5 dpc devido ao crescimento retardado da cabeca e por problemas no coragéo,
principalmente no &trio, seio venoso e nas veias cardinais (27), evidenciando o seu papel para
a formacdo do coracdo e do sistema vascular (19,27-30). Recentemente, COUPTF-II foi
descrito como sendo suficiente e essencial para determinar o destino atrial de células
cardiacas, e sua ablacdo no coracdo gerou a ventricularizagdo do atrio, culminando em
aumento do tamanho celular, desenvolvendo tdbulos t organizados, além das células
adquirirem propriedades elétricas caracteristicas de células ventriculares. Portanto, COUPTF-

Il controla a determinacdo da identidade celular entre atrio e ventriculo (31).

Irx-4, Mlc2-V e Hrt-2 sdo expressos especificamente nos compartimentos de efluxo
cardiaco (4,32,33). O gene Iroquois Homeobox 4 (Irx4) é um mediador da diferenciacédo
ventricular, e apesar de seu mutante possuir desenvolvimento normal, este apresenta
cardiomiopatia hipertrofica, que cursa com fungdo contratil comprometida, alem da expresséo
aumentada de genes atriais (fator natriurético atrial e actina esquelética o) no ventriculo,
demonstrando que apesar de ndo ser um gene suficiente para determinar a formacdo do
ventriculo, Irx4 é necessario ao estabelecimento dos genes que dardo origem ao progenitor
ventricular (34-36). A delecdo da isoforma ventricular da miosina de cadeia leve (Mlc2-V) é
letal ao desenvolvimento embrionario, sendo que 0s embrides apresentam anormalidades
sarcoméricas que culminam em cardiomiopatia dilatada, além de significante reducdo na
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, evidenciando sua funcdo na manutencdo da
contratilidade cardiaca e morfogénese ventricular (37-39). Outro exemplo pode ser visto na
mutacdo condicional do fator de transcricdo Hairy-related 2 (Hrt-2) em cardiomidcitos, que
resulta na atrializacdo ventricular devido a expressdo de genes atrais no ventriculo, fato este
que compromete na contracdo cardiaca, além de gerar problemas morfol6gicos na tor¢do do
ventriculo direito. Também foi demonstrado que esse fator de transcrigdo interage com GATA

reprimindo sua atividade (40).

Em face de algumas evidéncias aqui apresentadas, pode-se reconhecer a importancia da
regulacdo génica mediada por fatores de transcrigdo no desenvolvimento cardiaco, sendo que
alteracdes na assinatura génica propiciam o desenvolvimento de doengas cardiacas congénitas
(41,42). O fendtipo exuberante observado nas mutagdes dos fatores de transcrigdo envolvidos
na cardiogénese e na especificacdo das camaras dificulta identificar, em nivel celular, os
elementos bésicos que conferem a identidade das células que compde o coragdo. Logo,
sequéncias promotoras tecido-especificas e elementos cis-regulatdrios capazes de recapitular

0 padréo de expressdo génica durante o desenvolvimento tém sido utilizados como estratégia
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na compreensdo dos eventos moleculares envolvidos na cardiogénese. Um exemplo promissor
da aplicacdo de elementos regulatorios no estudo do desenvolvimento cardiaco é o enhancer
de camundongo Smarcd3 presente desde a etapa de gastrulacdo, e que foi utilizado como
estratégia para identificar a assinatura génica de células progenitoras cardiacas, o promotor
ventricular da miosina de cadeia pesada (vmhc) com expressdo restrita ao ventriculo e que tem
sua expressdo prevenida no atrio através dos elementos de ligacdo de Nkx2.5, enquanto sua
expressao no ventriculo é mediada pelos elementos de ligacdo do fator de transcricdo
homeobox paired- related 2 (Prx2/So8)-like ou o promotor da miosina lenta de cadeia pesada
Il (SMyHC 111) com atividade atrio-especifica e objeto de estudo deste trabalho (42-45).

1.3 O promotor atrial do gene SMyHC 111

Homologo ao gene AMHCL que codifica a cadeia pesada de miosina atrial em
galinhas, o gene codificador da miosina lenta de cadeia pesada Il (SMyHC I11) é expresso em
coragdes de embrides de codorna em desenvolvimento (7,45). Nos estagios iniciais do
desenvolvimento cardiaco, observa-se expressdao ao longo de todo o tubo cardiaco, porém
durante as etapas que caracterizam a especificacdo das camaras cardiacas (seis dias de
desenvolvimento em embrido de codorna) SMyHC 11l se torna um gene de expressdo atrio-
especifica (45). A fim de identificar a sequéncia regulatéria minima para dirigir a expressao
atrial do gene SMyHC I1l, Wang et al. clonaram a regido 5’ upstream (8.5 kb) do gene para
dirigir a expressdo da enzima cloranfenicol acetiltransferase (CAT). Ao realizarem delecdes
sistematicas ao longo do fragmento de 8.5 kb e compararem a atividade do reporter em
celulas atrais e ventriculares de codorna, foi possivel identificar que uma regido de 840 pb era
a menor sequéncia do promotor que induzia maior expresséo atrial de CAT e menor expressao
de CAT nos ventriculos (45). Ao dissecar melhor esta regido, este mesmo grupo identificou
gue uma sequéncia de 160 pb entre -840 e -680 seria um enhancer atrio-especifico em
embrides de codorna (45), designando-o como dominio regulatorio atrial 1 (ARD1).
Posteriormente, varios elementos cis-regulatorios foram encontrados no promotor SMyHC 111,
incluindo HF-1A, M-CAT, E-box, elemento de resposta a vitamina D (VDRE) ou acido
retinoico (RARE) e um sitio GATA (45). A partir da delecdo e mutagdo do dominio
regulatério de ARD1 e transfeccdo transiente dos mutantes em culturas de cardiomidcitos
atriais e ventriculares, foi identificado um elemento dual de resposta a vitamina D ou acido
retinoico (VDRE/RARE) (22).
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Tal elemento, VDRE/RARE, quando ligado a um promotor heterélogo em um vetor
retroviral direcionava a expressdo génica de CAT, de modo preferencial, no atrio de embrides
de galinha, porém seus respectivos receptores, VDR e RAR, inibiam a expressdo do gene
reporter em cultura ventricular, mas ndo nos cardiomidcitos atriais, sugerindo-se para este
elemento a regulacdo da expressdo atrio-especifica (22,45). Além disso, esse estudo sugeriu
que os elementos HF-1A, M-CAT e E-box contidos no ARD1 ndo eram necessarios para a
expressao camara-especifica do gene SMyHC I1I, mas que as sequéncias envolvidas em sua
propriedade atrio-especifica estavam dentro dos 40 pb que incluem o VDRE/RARE (45). Essa
regido de 40 pb esta contida dentro de um fragmento de 72 pb mais distais do promotor de
840 pb do gene o qual é requerido para a restri¢do atrial do SMyHC I11 (45) (Fig. 2).

840 cNRE
, HF-1A M-CAT E-box Hexad A Hexad B Hexad C GATA
5- ACCACAGTG( ;CCCCATCCCEAGGAA'T"TGFCACTF}CGAAGGAC AAAGAGGGGACAAAGAGGCGGAGGTGGGGCTGGGAGATAAGG
VDRE/RARE

AGGCCAGAAATAGCCCCATCCCTGCCCCCCTGTCAGCAGTGAGAGGTGGCAGCCATGGTGTGTCCCATAGAGATCCACAGGGACCCT- 3’
1
690

Figura 2: Representacdo esquematica da regido -840 a -680 do promotor do gene SMyHC
.

Foram destacados o elemento dual de resposta a vitamina D e ao RA (VDRE/ RARE) por Wang et al.
(1996) e a nova regido de 32 pb (cNRE) proposta pelo nosso grupo como elemento regulatério para a
atividade atrial especifica do promotor composta pelas héxades A, B e C. Também foram destacados
outros elementos cis-regulatorios presentes ao longo da sequéncia de DNA.

Camundongos transgénicos foram gerados com o promotor de 840 pb, porém com 0s
72 pb mais distais deletados, ligado ao gene reporter da fosfatase alcalina humana (HAP), e
foi observada a liberagcdo da expressdo do gene reporter nos ventriculos e, simultaneamente,
reducdo consideravel da expressdo atrial, de modo que o coracdo apresentou uma coloracdo
ubiqua indiscriminada (46). A coloragdo indiscriminada observada nos atrios e ventriculos
indica que sequéncias fora do fragmento de 72 pb controlam uma expressdo que nao distingue
entre as camaras cardiacas, ou seja, controladores positivos e negativos dentro do fragmento
de 72 pb atuam sobre uma expressdo cardiaca basal para torna-las atrial especifica (46). Dada
a importancia do fragmento de 72 pb na ativacao atrial-especifica e repressdo ventricular da
expressao de SMyHC Il foi realizada uma andlise de bioinformatica para buscar por

potenciais sitios de ligacdo a receptores nucleares, que revelou a presenca de um elemento
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complexo de receptores nucleares (CNRE) de 32 pb. Foram realizados ensaios de gel-shift
utilizando sondas para RXR, RAR, VDR e PPAR e os resultados indicaram que o cNRE

carregava sitios de interacdo direta com esses receptores nucleares (46).

O elemento complexo de receptores nucleares (CNRE), proposto pelo nosso grupo de
pesquisa, consiste em um elemento regulatorio génico, estruturalmente formado por trés
héxades (A, B e C) que foram identificadas a partir do calculo da energia de ligagdo dos
mondmeros de RXR, RAR e VDR com o cNRE. A modelagem dessas interagOes foi
importante para proposicdo da estrutura tripartida deste elemento regulatério que também
possibilita a interacdo com dimeros de receptores nucleares numa disposi¢do distal (A+B),

proximal (B+C) ou espacado (A+C) (dados ndo apresentados) (46-48) (Fig. 2).

Apesar dos avangos de nosso grupo no entendimento estrutural, ainda nao estava
esclarecido os mecanismos moleculares mediados pelo cNRE na especificacdo atrial da
atividade do promotor do gene SMyHC IIl. Logo, neste trabalho utilizamos o cNRE e o
receptor nuclear COUPTF-II como paradigma ao entendimento da especificacdo atrial em

nivel génico.



20BJETIVO
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O objetivo deste trabalho foi elucidar os mecanismos moleculares necessarios a

atividade atrial seletiva do promotor do gene SMyHC 111 através do cNRE.

2.1 Objetivos especificos

e Validar a sequéncia do cNRE como elemento regulatorio essencial a atividade
atrial seletiva dirigida pelo promotor do gene SMyHC llI;

e Verificar a interacdo entre o promotor e COUPTF-II, visto sua importancia
para determinar a identidade atrial;

e Verificar a versatilidade do cNRE fora do contexto do promotor do gene
SMyHC llII;

e ldentificar os receptores nucleares dependentes do cNRE para regular a

atividade do promotor do gene SMyHC .



3MATERIAL E METODOS
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Este projeto de doutorado foi executado utilizando-se das técnicas descritas a seguir.

3.1 Construcdo dos plasmideos

3.1.1 SMyHC IIl AcNRE pGL3

O plasmideo com a delecdo da regido do cNRE do promotor do gene SMyHC llII
(SMyHC 11l AcNRE- Luc pGL3) foi gerado a partir de uma reacdo de mutagénese. Neste
procedimento, uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada de acordo com as
instrucdes do fabricante do kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis (Agilent
Technologies), na presenca de 10 ng de DNA molde SMyHC IlI-Luc pGL3 e 10 uM dos
oligonucleotideos Senso (5°-
AGGAATTTGTCACTTGCGGGGCTGGGAGATAAGGAGGCCAG- 3’) e antisenso (5°-
CTGGCCTCCTTATCTCCCAGCCCCGCAAGTGACAAATTCCT- 3’°). Apds a PCR, 1 pL
da enzima de restricdo Dpnl foi adicionada ao produto da reacdo a fim de digerir o DNA
parental, com posterior incubacdo a 37 °C por 2 h e 30 min. Em seguida, o produto desta

reacao foi utilizado para transformacgédo com bactérias competentes.

3.1.2 5XcNRE pGL3p, 5xcNRE- vmhc e 1IXcNRE pGL3p

Para a construcdo do plasmideo 5xcNRE pGL3p foi utilizada a estratégia de
anelamento de oligonucleotideos senso e antisenso. Os oligonucleotideos foram sintetizados
contendo 5 repeticdes da sequéncia do cNRE do promotor do gene SMyHC IIl que é
composto por 32 pb (GAAGGACAAAGAGGGGACAAAGAGGCGGAGGT). O
anelamento foi realizado a partir do aquecimento da reacdo contendo 80 pL de agua MilliQ
estérii e 10 ppL de cada um dos oligonucleotideos  (senso:  5’-
CTAGGAAGGACAAAGAGGGGACAAAGAGGCGGAGGTGAAGGACAAAGAGGGG
ACAAAGAGGCGGAGGTGAAGGACAAAGAGGGGACAAAGAGGCGGAGCTGAAGG
ACAAAGAGGGGACAAAGAGGCGGAGGTGAAGGACAAAGAGGGGACAAAGAGG
CGGAGGTCTCGAGA- 3 e antisenso: 5’-
GATCTCTCGAGACCTCCGCCTCTTTGTCCCCTCTTTGTCCTTCACCTCCGCCTCTTT
GTCCCCTCTTTGTCCTTCACCTCCGCCTCTTTGTCCCCTCTTTGTCCTTCACCTCCG
CCTCTTTGTCCCCTCTTTGTCCTTCACCTCCGCCTCTTTGTCCCCTCTTTGTCCTTC-

3’) a 10 mM por 5 min a 95 °C, seguido por resfriamento lento até temperatura ambiente. O
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produto desta etapa foi ligado ao vetor pGL3p (previamente digerido com as enzimas de
restricdo Xhol e Smal, gerando extremidades coesivas para ligacdo direcionada dos
oligonucleotideos anelados) ou com o plasmideo pTol2-vmhc: GFP (linearizado com Xhol)
com auxilio da enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs), conforme descrito pelo
fabricante. O mesmo procedimento foi adotado para a constru¢do do plasmideo 1XcNRE
pGL3p (previamente digerido com Xhol e Nhel), sendo a sequéncia do oligonucleotideo
senso 5’- CTAGC GAAGGACAAAGAGGGGACAAAGAGGCGGAGGTC- 37, e do
antisenso 5°- TCGAG ACCTCCGCCTCTTTGTCCCCTCTTTGTCCTTCG- 3’. O produto
de cada uma das reacdes de ligacdo foi utilizado para transformagdo com bactérias
competentes.

3.1.3 Vmhc-mCherry

O plasmideo vmhc-mCherry foi gerado a partir do fragmento de 1952 pb upstream do
gene vmhc, conforme descrito por (49). O fragmento de interesse foi amplificado por PCR
utilizando DNA genémico de zebrafish e clonado no plasmideo pT2AL200R150G (cedido
pelo Dr. Koichi Kawakami) previamente digerido com as enzimas de restricdo Xhol e HindllI
e purificado com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (Sigma Aldrich), conforme descrito
pelo fabricante. A proteina verde fluorescente (GFP) foi substituida por mCherry por meio da

digestdo e clonagem nos sitios de Clal e BamHI.

3.1.4 Tol2- SMyHC I11: GFP e Tol2-SMyHC 111 AcNRE: GFP

A sequéncia do promotor do gene SMyHC 111 foi digerida com as enzimas de restrigéo
Smal e Hindlll a partir do plasmideo SMyHC IlI-Luc pGL3 e ligada com T4 DNA ligase
(New England Biolabs) ao vector pT2AL200R150G previamente digerido com as enzimas de
restricdo Xhol e Hindlll e purificado com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (Sigma
Aldrich), conforme descrito pelo fabricante. A versdo mutante do promoter Tol2-SMyHC 111
AcNRE: GFP foi obtida a partir da digestdo do plasmideo SMyHC 11l AcNRE- Luc pGL3 e
clonada em pT2AL200R150G conforme descrito para Tol2-SMyHC I11: GFP. O produto de

cada reacgdo de ligacéo foi utilizado para transformagdo com bactérias competentes.
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3.1.5 Mutacdes especificas na sequéncia das héxades do Tol2- SMyHC I11:
GFP

As mutagdes na héxades foram realizadas individualmente com o kit QuikChange 11
Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) conforme descrito pelo fabricante. A
reacao se deu na presenca de 10 ng de DNA molde Tol2-SMyHC I11: GFP conforme descrito
na secdo 3.1.1, utilizando os pares de oligonucleotideos especificados na tabela 1. O produto
de cada reacdo de ligacdo foi utilizado para transformagdo com bactérias competentes.

Tabela 1: Oligonucleotideos senso e antisenso utilizados para a reacao de mutagénese nas
respectivas héxades.

Mutacéao Oligonucleotideo senso Oligonucleotideo antisenso
Mut A 0aGTCGACaagaggggacaaagaggcggaggt acctccgcctctttgtcccctcttGTCGACtc
Mut B cttgcgaaggacaaagT Tgggacaaagaggcggag ctcegcctctttgtcccAActttgtecttcgcaag
Mut B2 cttgcgaaggacaaagaggg T Tcaaagaggcggag ctcegecetcetttgAAccctctttgtecttcgcaag
Mut Bsp gaaggacaaagaggggaT Taagaggcggaggt acctccgcctcttAAtcccctctttgtectte
Mut C aggggacaaagaT Tcggaggtggggctgg ccagccccacctccgAAtcetttgtececte
Mut C2 gaggggacaaagaggT Tgaggtggggctgg ccagccccacctcAAcctctttgtceecte
Mut C3 gaggggacaaagaggcgT Tggtggggctgg ccagccccaccAAcgcctctttgtececte

Mut GATA gaaggacaaagaggggacaaagaggcggaggtggggctgy  GTCGACcccagecccacctecgectctttgteeectetttgtect

gGTCGAC tc

3.1.6 Transformacao de cepas DH5a de Escherichia coli

Uma aliquota de 50 pL de bactérias termocompetentes da cepa DH5a de Escherichia
coli foi mantida no gelo por 30 min, exposta a 2-5 puL do produto da ligagdo/ DNA de
interesse, gentilmente homogeneizada, incubada por 10 min em gelo, seguido de choque
térmico (incubagdo a 42 °C por 45 s e gelo por 10 min). Apoés este procedimento, foram

adicionados 100 pL de meio SOC (do inglés, Super Optimal Broth, caldo super ideal
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composto por 2% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 8,56 mM NacCl, 2,5 mM de KClI,
10 mM de MgCl,, 20 mM de glicose com pH final de 7,0) sem adicdo de antibi6tico e as
bactérias foram incubadas a 37 °C por 1 hora a 200 rpm. As células foram plaqueadas em
placa de LB agar (meio de cultura Luria Bertani, preparado com 10 g de peptona, 10 g de
NaCl, 5 g de extrato de levedura, 20 g de agar no volume final de 1 L com pH de 7,2)
contendo o antibidtico de selecdo especifico do plasmideo utilizado, e incubadas a 37 °C
durante a noite. Cerca de 10 colbnias de bactérias foram inoculadas, cada uma em 2 mL de
LB suplementado com o antibiotico de selecdo a 37 °C durante a noite a 200 rpm, e utilizadas
para extragcdo de DNA gendmico com kit QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme
descrito pelo fabricante. ApOs a extracdo, realizou-se 0 sequenciamento com 0s
oligonucleotideos especificos para confirmar a integridade da sequéncia desejada e o clone
positivo foi mantido em estoque glicerinado a "80 °C (500 uL de glicerol 50% estéril e 500 pL

da cultura de bactéria).

3.2 Zebrafish

A espécie Danio rerio (zebrafish) do tipo selvagem AB, bem como as linhagens
transgénicas geradas neste projeto foram mantidas na facility localizada no Laboratério
Nacional de Biociéncias (LNBio, Campinas) ou no caso dos experimentos de expressdo
transiente também foi utilizada as dependéncia do biotério de zebrafish da Universidade de

Melbourne (The University of Melbourne, Australia) conforme descrito em (50).

3.2.1 Transgenia em zebrafish

O acasalamento para obtencdo de embriGes de zebrafish no estagio de uma célula foi
realizado conforme descrito em (50). Os ensaios de expresséo transiente do promotor do gene
SMyHC 111 e seus variantes foram realizados com co-inje¢do no estagio de uma celula. A
solucéo para microinjecdo foi preparada com 125 ng do DNA de interesse, 175 ng de RNA
mensageiro da enzima transposase (previamente transcrito a partir do plasmideo pCS-TP
utilizando o kit mMESSAGE mMACHINE SP6 (Ambion), conforme descrito pelo
fabricante), 1 pL de vermelho de fenol 0,5% e quantidade suficiente de agua MilliQ para
completar o volume para 5 pL. Todos os plasmideos utilizados ao longo deste projeto foram

microinjetados em, no minimo, dois experimentos independentes sendo os embrides mantidos
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a 28,5 °C conforme descrito em (50), e analisados 48 horas pés-fertilizagdo (hpf), com auxilio
de uma lupa NIKON SMZ 25 e confocal Leica SP8.

3.2.2 Linhagem vmhc-mCherry

Apo6s a injecdo com o plasmideo vmhc-mCherry no estagio de uma célula, conforme
descrito em 3.2.1, os embrides positivos foram mantidos como descrito em (50) até a fase
adulta. Posteriormente, os peixes foram intercruzados para obtencdo da geracdo F2 tg: vmhc-
mCherry, utilizada para obtencdo de embriGes para 0 ensaio de expressao transiente com
Tol2-SMyHC I111: GFP ou Tol2-SMyHC 111 AcNRE: GFP.

3.3 Transfeccgdo celular para os ensaios de transativacao celular

A linhagem HEK293T (célula de rim embrionario humano, modificada com antigeno
T de SV40) foi cultivada em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado
com 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2 mM de glutamina e 10% de
soro fetal bovino (Invitrogen) em estufa de 37 °C, com atmosfera umedecida e enriquecida
com 5% CO,. Ao atingirem confluéncia de 90%, as células foram expostas a solucdo de
tripsina-EDTA 0,25%, plaqueadas & densidade de 2x10° células em pocos de placas de 12
pocos e transfectadas 24 h depois utilizando o protocolo de lipofectamina 2000® (Invitrogen).
Para cada pogo, foram diluidos 2 pL de lipofectamina em 50 pL do meio minimo Opti-
MEM® (Invitrogen). O DNA foi diluido em outro microtubo com 50 pL de Opti-MEM® na
concentracdo estabelecida experimentalmente (0,25 pg de AR; 1 pg de GRa; 1 pg de GRp;
0,1 pg de COUPTF-II; 0,5 pg de 1xcNRE pGL3p; 0,25 pg de 5xcNRE pGL3p; 0,5 pg de
SMyHC I11-Luc pGL3; 0,5 pug de SMyHC 111 AcNRE- Luc pGL3; 0,1 ug de CMV- Renilla;
0,5 ug de RORa; 0,5 pg de ERRa; 0,5 ug de PPARa; 0,5 ug de PPARS; 0,5 ng de PPARYy;
0,5 ng de TRa; 0,5 ug de TRP; 0,5 pg de VDR; 0,5 pg de RXR; 0,5 pug de Reverbp e
pBluescript KS para obter concentracdo final de 3 pg de DNA) de acordo com desenho
experimental. Foi aplicado um volume de 100 pL (50 puL de Opti-MEM® com lipofectamina
e 50 pL de Opti-MEM® com DNA) em cada pogo e, apds 48 horas, as células foram
coletadas de acordo com as instrugdes do kit Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega).
A leitura do gene repdrter da luciferase de vagalume foi realizada com o auxilio do

lumindmetro GloMax® Microplate Reader (Promega). Ao lisado, foi adicionado o Dual-
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Glo® Stop & Glo® Reagent, que extingue a reacdo de luminescéncia da luciferase de
vagalume e fornece substrato para a reacdo da luciferase de Renilla, que entdo foi medida no
lumindmetro. A normalizacdo da leitura foi feita através da razdo das leituras da luciferase de
vagalume pela luciferase de Renilla. Quando descrito, 24 h pds-transfeccdo as células foram
expostas aos ligantes dos receptores nucleares nas concentracdes estabelecidas
experimentalmente (1 uM de acido retindico, 100 nM de vitamina D, 1 uM de testosterona,
0,1 UM de dexametasona, 1 UM de rosiglitazona, 1 uM de fenofibrato, 1 uM de GW0742) e
entdo coletadas 24 h apds o tratamento. Trés experimentos independentes de transativacédo
celular foram realizados, sendo que cada condigdo experimental foi preparada, com no

minimo, trés pocos.

3.4 Linhagem celular estavelmente transfectada com SMyHC I11- Luc pGL3

3.4.1 Co-transfeccdo dos plasmideos SMyHC Ill-Luc pGL3 e pBabe

Puromicina

Células HEK?293, cultivadas de acordo com o descrito para a linhagem HEK293T
(item 3.3) foram plaqueadas & densidade de 3x10° em placas de 100 mm e, ao atingirem a
confluéncia de aproximadamente 60%, foram co-transfectadas utilizando o reagente PEI
(25 kDa Polyethylenimine linear, Polysciences). A transfeccdo foi realizada com 400 uL de
NaCl 150 mM, 25 pg de SMyHC I11-Luc pGL3 e 5ug p-Babe puro (Addgene, #1764), e 35 uL
de PEI Img/mL. Apds 16 horas o meio de cultura foi trocado, e a selecdo dos clones com
puromicina 0,5 pg/mL foi iniciada 48 h apds a transfeccdo por cinco semanas, quando ocorreu
a coleta dos clones. Para isso, as placas foram lavadas com PBS 0,1 M pH 7,4, invertidas para
destacar as colonias com caneta, cobertas novamente com 10 mL de PBS 0,1 M pH 7,4 e 0s
clones foram coletados com auxilio de uma micropipeta e lupa. Cada clone foi submetido a
tripsinizacao (50 uL de solucgéo de Tripsina- EDTA 0,25% em placa de 96 pocos por 5 min a
37 °C), que foi inativada com 120 puL de meio de cultura com puromicina. As células foram
dissociadas umas das outras e em seguida transferidas para placas de 24 pocos contendo
500 uL. de meio de cultura com puromicina até que adquirissem confluéncia para serem

transferidos para uma placa maior.
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3.4.2 PCR para selecdo dos clones SMyHC Ill-Luc pGL3 + p-Babe

Puromicina positivos

Ap0s cada clone atingir a confluéncia na placa de 60 mm, os mesmos foram lavados
com PBS 0,1 M pH 7,4, dissociados com 1 mL Tripsina- EDTA 0,25% por 3 min e depois foi
adicionado o0 mesmo volume de meio de cultura com antibidtico para inativar a tripsina.
Metade deste volume foi devolvido para a placa de 60 mm acrescida de meio de cultura com
antibiodtico e o outro 1 mL de células foi centrifugado a 1500 rpm por 5 min para extragao de
DNA genomico (gDNA), a ser utilizado na reacdo de PCR para genotipagem. A extragdo do
gDNA foi realizada com o kit DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN) conforme descrito
pelo fabricante. A PCR foi preparada com 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM dNTP; 300 ng DNA; 1x
Buffer 5X; 15 U GoTaq HotStat (Promega); 0,1 pM  Primer RV3
(CTAGCAAAATAGGCTGTCCC); 0,1 UM Primer GL2
(CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA) e quantidade suficiente de agua MilliQ para completar
0 volume total da reacdo de 20 pL. Os ciclos utilizados na PCR foram de 94 °C 1 min por uma
vez, 95 °C 1 min, 55 °C 30 s, 68 °C 1 min por 35 vezes e extensédo final a 72 °C por 10 min.
Os clones que foram classificados como positivos apresentaram um fragmento de
aproximadamente 1000 pb no gel de agarose 1%, uma vez que os primers GL2 e RV3
flanqueiam o sitio de mdltipla clonagem onde o promotor do gene SMyHC 111 esta inserido.
Os clones positivos foram expandidos para uma placa de 100 mm, congelados com meio de
cultura com antibidtico acrescido de 5% de DMSO, alem de serem analisados num ensaio
funcional através da ativacdo do gene repdrter da luciferase dirigida pelo promotor SMyHC

I11-Luc pGL3 e por gPCR para o gene da luciferase.

3.4.3 Ensaio funcional dos clones positivos de SMyHC Il1l-Luc +p-Babe

Puromicina

Foram plaqueados trés pocos com 2x10° células do clone a ser testado em placas de 12
pocos e apos 72 h as células foram coletadas de acordo com as instrucées do kit Dual-Glo®
Luciferase Assay System (Promega). A leitura do gene reporter da luciferase de vagalume foi
realizada com o auxilio do lumindmetro GloMax® Microplate Reader (Promega), conforme
descrito na secdo 3.4. A andlise estatistica dos resultados foi realizada conforme descrito na

secdo 3.7.
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3.4.4 Quantificacdo do numero de copias do gene reporter da Luciferase
nos clones da linhagem permanente HEK293-SMyHC I11-Luc pGL3
por qPCR

As reacdes de qPCR foram realizadas com 100 ng de cDNA de cada um dos clones
positivos da linhagem permanente HEK293-SMyHCIII-Luc. Para a extracdo do RNA total foi
utilizado o TRIzol® Reagent (Sigma Aldrich) conforme sugerido pelo fabricante. O RNA
extraido foi utilizado para sintese de cDNA (2 pg de RNA) com a transcriptase reversa do Kit
SuperScript®IIl First-Strand (Invitrogen) conforme protocolo do fabricante. As reacdes de
gPCR foram preparadas em triplicatas com o kit Applied Biosystems® SYBR® Green PCR
Master Mix e executadas no equipamento Stratagene®Mx3000P™, conforme descrito pelo
fabricante. Para um volume final de 12 pL de reacdo, foram adicionados 6 pL de SYBR®
Green Master Mix, 3 pL da solucdo estoque dos oligonucleotideos senso (5°-
TCGAAAGAAGTCGGGGAAGC- 3’) e antisenso (5’- CGGTTTATCATCCCCCTCGG-
3’) a 400 nM e 3 pL de cada um dos cDNAs. As reacdes foram entdo adicionadas a placas
Opticas PCR® Microplate PMI 010-005 (Axygen) e submetidas as seguintes condigdes de
ciclagem: uma etapa inicial de 50 °C por 3 min, seguido de 95 °C por 5min, 35 ciclos de 95 °C
por 30 s, 60 °C por 45 s e 72 °C por 30 s, seguido de uma etapa final para a construcdo da
curva de melting de 72 °C por 30 s, 95 °C por 1min e 55 °C por 30 s. Foram utilizados como
controle positivo diluicbes do plasmideo SMyHC I1I-Luc com nimero de cOpias previamente
conhecidas (6, 80, 1000 e 10000 copias) e cDNA de HEK293 com controle negativo.

3.5 Ensaio de Imunoprecipitagdo da Cromatina (ChlP)

3.5.1 Transfeccdo da linhagem HEK 293-SMyHCIII-Luc pGL3 com
COUPTE-1l FLAG

Foram plaqueadas 3x10° células do clone 107 da linhagem permanente HEK293-
SMyHCIII-Luc pGL3 em placas de 100 mm. As celulas foram transfectadas com a construgao
COUPTF-IlI FLAG, GFP-FLAG ou FLAG vazio conforme descrito na se¢do 3.5.1. Foram

preparadas quatro placas de 100 mm para cada condigdo experimental.

3.5.2 Sonicacdo de HEK 293-SMyHCIII-Luc
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Nesta etapa, foi adicionado, em cada uma das placas, 27 uL de formaldeido 37% e
incubadas por 10 min para fazer o crosslinking e logo em seguida foram adicionados 100 pL
de glicina a 1,375 M por mL de meio de cultura e incubado por 2 min, ambas as etapas a
temperatura ambiente. O meio de cultura foi removido e as células lavadas com PBS 0,1 M
pH 7,4 gelado. Foi adicionado 5 mL de PBS 0,1 M pH 7,4 gelado e pipetado na placa até que
as células se soltassem e o volume foi transferido para um tubo cénico de 50 mL. Cada uma
das placas foram lavadas com 3 mL de PBS 0,1 M pH 7,4 gelado e o volume transferido para
0 tubo conico correspondente. As células foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 min a 4 °C.
O sobrenadante foi removido, as células foram ressuspendidas em 750 uL em tampé&o de lise
celular (10 mM de Tris-HCI pH8 1 M, 10 mM de NaCl 5 M, 0,2% de NP40 e inibidor de
protease), incubadas por 10 min no gelo e centrifugadas a 3500 rpm por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi novamente descartado. Entdo, foi adicionado 1 mL de tampdo de lise nuclear
(50mM de Tris-HCI pH8 1M, 10mM EDTA pH8 0,5M, 1% de SDS 10% e inibidor de
protease) e incubado por 10 min no gelo. Nesta Gltima etapa foi utilizado agulha de insulina
para homogeneizar a amostra com posterior adicdo de 2,4 mL de ChIP dilution buffer do kit
de ChIP utilizado (Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit, 17-295, Millipore®).
As amostras foram sonicadas no equipamento Sonics VibraCell™ (24 ciclos de 6 pulsos de
10 s com intervalo de 1 min) e mantidas no gelo ao longo de todo o processo.

3.5.3 Ensaio de ChIP

O experimento de ChIP foi realizado conforme recomendado pelo fabricante
(Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit, 17-295, Millipore®) com 5 pg de
anticorpo ANTI-FLAG® M2 (Sigma-Aldrich, F3165) ou IgG de coelho. O DNA eluido foi
utilizado na PCR. A PCR foi realizada com o kit Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific- F530S) conforme descrito pelo fabricante utilizando
oligonucleotideos para amplificar a regido que contém o cNRE (oligonucleotideo senso: 5’-
GCCACCACAGTGGCCCCATC- 3’ e antisenso: 5’- ATTCCCATCCTGTGCCCAAA- 3,
com fragmento de 346 pb). O ciclo utilizado foi de 98 °C por 30 s, 35 ciclos de 98 °C por 10 s,
69 °C por 30 s, 72 °C por 30 s seguido de uma extensdo a 72 °C por 10 min.
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3.6 Analise estatistica

Foi realizada a Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc
de Bonferroni ou teste t ndo paramétrico quando pertinente. Foram considerados
estatisticamente significativos os dados que apresentaram valor de p< 0,05, sendo os dados

representados em graficos de dispersdo com desvio padréo.

3.7 Embribes de camundongos

Embrides de camundongos foram coletados em 10,5 dpc e estagiados de acordo com
(51). Os embrides foram fixados por 12 h a 4 °C em PBS 0,1 M pH 7,4 contendo 4%
paraformaldeido (PFA 4%), embebidos em parafina ou desidratados em bateria crescente de
metanol (25%, 50%, 75% e 100%) e armazenados em metanol a 100% a -20 °C até a anélise.
Para inclusdo em parafina os embrides foram devidamente lavados com PBS 0,1 M pH 7,4 e
desidratados em bateria crescente de etanol (50%, 70%, 80%, 95% e duas vezes em etanol
100%) por 20 min cada etapa, diafanizados com &lcool: xilol (1:1 v/v), xilol I e xilol Il por 20
min em cada solucdo, embebidos em parafina: xilol (1:1 v/v), parafina | e parafina Il por 1 h
cada, e finalmente emblocados em parafina em um suporte adequado para o tamanho da

amostra.

3.8 Imunofluorescéncia

Foram realizados ensaios de imunofluorescéncia para as proteinas de interesse em
cortes coronais de embrides camundongo com espessura de 6 um. Os cortes foram
desparafinizados, reidratados e tiveram os epitopos expostos utilizando a solugcdo Dewaxing
& Target Retrivieval Buffer 100x Citrate Buffer, pH 6,0 (Spring Bioscience®) diluido para 1x
em agua MilliQ, conforme descrito pelo fabricante a 79 °C por 20 min em panela de pressdo
elétrica. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS 0,1 M pH 7,4 e o0 material passou por
um bloqueio de peroxidase endogena em metanol (1:99 v/v) por 15 min. Novamente os cortes
foram lavados com PBST 0,1 M pH 7,4 e uma etapa de bloqueio com glicina 0,1 M em PBST
por 10 min foi realizada para reduzir a autofluorescéncia. Em seguida, os cortes foram
lavados em PBST 0,1 M pH 7,4 e incubados em albumina bovina sérica (BSA) 1% por 30

min, para bloquear ligagOes inespecificas do anticorpo primario. O material foi lavado com
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PBST 0,1 M pH 7,4 novamente, exposto a solucdo de anticorpos primarios diluidos em
Antibody Diluent (Spring Bioscience®) (incubados concomitantemente no caso de dupla
marcac¢do) mantido a 4 °C, em camara Umida durante a noite. No dia seguinte, os cortes foram
lavados em PBST 0,1 M pH 7,4 e incubados com os anticorpos secundarios (diluicdo 1:800
v/v.em Antibody Diluent (Spring Bioscience®) de Alexa Fluor 488 anti-camundongo
(A21121), Alexa Fluor 568 anti-coelno (A20184) ou Alexa Fluor 488 anti-coelho
(ab150077)) (incubados simultaneamente para os diferentes epitopos no caso de dupla
marcacdo), durante 1 h, temperatura ambiente, em camara Umida e escura. Os cortes foram
lavados com PBST 0,1 M pH 7,4. O material foi contracorado com DAPI ou Hoechst (1:1000
v/v a partir de estoque a 1 mg/mL) por 10 min e analisado em microscopio confocal Leica
SP8. As dilui¢cdes dos anticorpos primarios utilizados foram: Receptor de Andrégeno (AR
(1:550 v/v) — ab74272), Receptor de Glicocorticoide (GR (1:400 v/v) — ab2768) e para
COUPTF-I1 (1:150 v/v) - H7147).

3.9 Imunohistoquimica “Whole mount”

Os embrides de camundongo foram coletados como descrito na secdo 3.8. Quando
armazenados em metanol 100% a 20°C, foram reidratados numa série decrescente de
metanol até PBS 0,1 M pH 7,4 por 30 min em cada etapa. Os embrides foram entdo
bloqueados por 4 h em uma solugdo contendo: 150 pL de DMSQO; 150 pL de Triton-X 100;
300 pL de soro de ovelha; 0,03 g de BSA; 0,03 g de saponina e 0,3 g de leite em p6 para um
volume de 15 mL de PBST 0,1 M pH 7,4. Apos esse periodo os embrides foram incubados
com anticorpo primario (COUPTF-11, ab64849, 1:500 v/v) diluido em solugdo de bloqueio
durante toda a noite a 4 °C sob lenta agitacdo. No dia seguinte, os embrides foram lavados em
PBSMT (PBS 0,1 M pH 7,4, 2% de leite em p6 e 0,5% de triton-X 100) por 2 vezes de 1 h
cada a 4 °C, e depois por mais 3 vezes a temperatura ambiente sob constante agitagdo. Apos
as lavagens, os embrides foram incubados com anticorpo secundario HRP anti coelho (Sigma-
Aldrich, A6154) na diluicdo 1:200 v/v em PBSMT durante toda a noite a 4 °C sob constante
agitacdo. Os embrides foram lavados em PBST 0,1 M pH 7,4, e entdo incubados na solugéo
de revelagdo contendo 3,3’-tetraidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) pelo tempo
necessario. A revelagdo da marcacdo e analise foi realizada na lupa Nikon SMZ25. Para
imunofluorescéncia “whole mount” em coracdes de embribes de camundongos foram

realizados 0s mesmos passos descritos anteriormente nesta secdo, porem na etapa apos a
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lavagem no anticorpo primério foi incubado anticorpo secundério fluorescente correspondente
diluido na solucdo de bloqueio (1:500 v/v) e incubado por 2 h & temperatura ambiente. Foram
realizadas lavagens com PBST 5 vezes de 5 min seguida por incubacdo com DAPI (1:1000
v/v a partir de estoque a 1 mg/mL) por 30 min em PBST. Os coragdes foram entdo lavados
com PBST 0,1 M pH 7,4 5 vezes de 5 min e fixados em PFA 4% durante a noite e no dia
sequinte foram lavados novamente com PBST 0,1 M pH 7,4 e visualizados com auxilio de

uma lupa fluorescente.

3.10 Ensaio de co-imunoprecipitacdo e Western Blot (WB)

Células HEK293T foram plaqueadas na densidade de 3x10° células em placas de
100 mm e transfectadas com 12 ug de FLAG-COUP-TFII ou FLAG-eGFP e pCMV-Receptor
de Androgeno (AR), FLAG-COUP-TFII ou FLAG-vazio e HA- Receptor de Glicocorticoide
a (GRa) ou HA- Receptor de Glicocorticoide B (GRpB), como descrito na secdo 3.5.1. As
células foram coletadas 48 h ap6s a transfeccdo, lavadas com PBS 0,1M pH 7,4; lisadas em
tampé&o RIPA (Tris-HCI 50 mM (pH 8); NaCl 150 mM; detergente NP40 1%; deoxicolato de
sodio 0,5%; SDS 0,1%; coquetel de inibidores de protease; DNasel 10 pg/mL e RNaseA 20
pg/mL) e incubadas em gelo por 20 min, com posterior centrifugacdo a 14000 rpm por 20 min
a 4 °C para remocao de debris. A quantificacdo de proteina total foi realizada com o kit Pierce
BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) conforme descrito pelo fabricante. O lisado
total foi incubado com 50 pL de microesferas ANTI-FLAG® M2 Affinity Agarose Gel
(Sigma-Aldrich, A2220) por amostra a 4 °C sob agitacdo durante toda a noite. As
microesferas foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem (Tris-HCI 50 mM pH 7,0 e NaCl
150 mM) e centrifugadas a 5000 g por 1 min a 4 °C. O complexo proteico foi eluido com
3XFLAG peptide a 150 ng/uL (Sigma-Aldrich, F4799) e incubado por 1h 30min sob agitacédo
a 4 °C. O produto da imunoprecipitacdo, 50 pg de extrato total de proteinas de HEK293T foi
utilizado para a corrida do gel de eletroforese SDS-PAGE com posterior transferéncia para
uma membrana de nitrocelulose. Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com
solugéo de 5% de leite em TBST, e incubadas com anticorpos anti-FLAG (Sigma-Aldrich,
F1804, 1:5000 v/v), anti-AR (Abcam, ab74272, 1:500 v/v), anti-COUPTF-II (Abcam,
ab64849, 1:500 v/v), anti-HA (Sigma-Aldrich, H3663, 1:500 v/v) e anti-vinculina (Abcam,
ab18058, 1:1000 v/v) a 4 °C sob agitacdo durante toda noite. No dia seguinte as membranas
foram lavadas com TBST e incubadas com o respectivo secundario conjugado a peroxidase

(Sigma-Aldrich, A6154, 1:5000) por 1 h a temperatura ambiente. As membranas foram
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novamente lavadas com TBST e a detecgdo foi realizada com Pierce TM ECL Western
Blotting Substrate® (Thermo Scientific) conforme descrito pelo fabricante.

3.11 Analise de sintenia em sequéncias promotoras de codorna,

camundongo, zebrafish e humano

Foram analisadas sequéncias promotoras de codorna, zebrafish, camundongo e
humano (Tabela 2), previamente descritas e/ou preditas a partir da atividade de histonas
(H3K4mel, H3K4me3 e H3K27ac) (44,52) na regido upstream do gene da isoforma o da
miosina de cadeia pesada (MyH®6) (https://genome.ucsc.edu/) ou, no caso de codorna, do gene
da miosina lenta de cadeia pesada Il (SMyHC II1) buscando pela assinatura do cNRE (
matrizes das héxades A, B e C, Fig. 3) com auxilio de um site
(https://zlab.bu.edu/~mfrith/possum/) capaz de detectar cis-elementos presentes em
sequéncias de DNA. A matriz de cada uma das héxades foi determinada baseada em suas
sequéncias (vertical) pela presenca (10) ou auséncia (0) de determinado nucleotideo (ACGT,
horizontal), como demonstrado na figura 3. Uma vez determinada as matrizes foi seguida as

orientacOes disponiveis no site (https://zlab.bu.edu/~mfrith/possum/) para a analise.

Héxade A Héxade B Héxade C

A C G T A C G T A C G T
A 10 0 0 O A 10 0 0 O G 0 O 10 O
G 0 O 10 O G 0 O 10 O G 0 O 10 O
G 0 O 10 O G 0 O 10 O Cc 0 10 0 O
A 10 0 0 O G 0 O 10 O G 0 O 10 O
c 0 10 0 O G 0 O 10 O G 0 O 10 O
A 10 0 0 O A 10 0 0 O A 10 0 0 O

Figura 3: Matrizes das héxades A, B e C, que em conjunto compdem o cNRE, utilizadas
para a analise de sintenia nas sequéncias promotoras de codorna, camundongo, zebrafish e
humano.


https://genome.ucsc.edu/
https://zlab.bu.edu/~mfrith/possum/
https://zlab.bu.edu/~mfrith/possum/
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Tabela 2: Sequéncia das regides promotoras de codorna, camundongo, zebrafish e humano
utilizadas para a andlise de sintenia do elemento regulatorio cNRE (héxade A, B e C).

Regido
Promotora

Sequéncia

Codorna (45)

GCCACCACAGTGGCCCCATCCCAGGAATTTGTCACTTGCGAAGGA
CAAAGAGGGGACAAAGAGGCGGAGGTGGGGCTGGGAGATAAGGA
GGCCAGAAATAGCCCCATCCCTGCCCCCCTGTCAGCAGTGAGAGG
TGGCAGCCATGGTGTGTCCCATAGAGATCCACAGGGACCCTTAGA
ACCCCATTGCTCCCCATAGAGCTCTATAGAGTCCCATACACACCCA
GAACAAGAGCTGAGGCAGAGCCTGTGGGGCAGAGATTGCTCCCTG
TGTCTCTTGTAGGGTTTGCATCAGGTTCTATGGGGCAAGGCCTGTG
GGTCTGGGCTTTGGGCACAGGATGGGAATAGTGGGGCAGAGCCTA
TGGGGCAGATAATGTTCTATGGAGCAGTGCTTATAGGTAGAGCAG
AAACTTGTGGGGCAGGGTTTATAGGGCAAATCTGTGGGGCACAGT
GTGGGAACTATGGGGCAGAGCTTAAGGGTCTGCTAAGGGATCTAT
GGGGCAGAATGGGATTGTCAGGGCACAACGGGAACTGGGGGGCA
GAGGGTGTTCTGCAGAGAAGAATGGGATCTATAGGGCAAAGGGGG
TTCTACGTGAGAGAAGGAGAGTTGTGGGGCAGAGGGAGTTCTATG
GGATAGAATGGAAACTATTGGGCAGAGTGTGTTCTGTGGAATGGA
GCATGGGCCTCCCTATGGGCTCTGTTGTGCGATATGGGGCAGGCTG
CGGCCCCTTCCTGTGCCGTCCTCCCCTCCCCCTCTTCCAGGAATTTT
TTAGGGGAGACAGAAGGGGGCGGGGTGGGGCGGGGGGAAAGCAC
ATAAAAGCCGTGGGGCAGCAGCAGGATTGGTGTGGGGCAGACA

Camundongo
(53)

TCTCTGTCTGACAGCTCTCAGTGCTCCAGCCCCTTTATATCCCATCC
CATATGCCTGCTGCCTAAATTTGGAGTCCTCTGCTGGGACCCTCCC
TCCCACTTCCCTCCTGTCCTGGCTCCTCCTCCTTTGATCCCTTGGCT
CTGGAGGTGACAGGAGGACAGCAGGGCCCCAAGGTTTGCCCATGA
AAGGTCTGTTGCCCTCGCCCCTCTGGCTCCATGGCCTTTTTTTAGTC
CTTGGGCACATTCCTCCTCCCCAAAGGGCCGATGGGCAGATAGAG
GAGAGACAGGAGCGTCTCACACCACCTCCCCTACCCAGGCCCTTA
CCTCAGTTATTTTTAATCTGAAGG

Zebrafish (43)

GACATTAAAACTTTTTTGAGAGCTAAAGTGGCAGTGTGCCGATTTA
CTTTGAATCTTTTTTTCCCATTAGACATTATAAGCATGCTTTTTGTC
TATGATGAATAAAAAAAAAAATGTGACTCTTTTTGCAAATTATAAA
CAAGCGTTTTATAATGTAGCAAACTATATTAAATTGACAAGTTCAT
GCTTGTAATTTGTAATACAAAATGGTATTAGTAAAATAACAGATTT
TTTATTTAAAGAAAGGGAGAAACTAATACTCTAATTTATCAAAGA
GACATGAATGTAAGTGAAACAGTAAAGTTGAGTTTCAAAGAGGGG
GGGGGGGTCTATTTATAGTGTATCCCTTATATTTTTAAATAATAAA
TCTGCACATGCAAAACAATGATAATTTGTTTAAGATGAAAAAAGC
ACTATATTTCATTAACTAAAGGATAACTAACATCAAGCCTAATGCC
AGAGCTGTGTTCAATTCAATCCAATTTTATTAATAAAACACTTTTC
ACAATAATTACTGTTTCAAAGCATTTTTACAGAAGATGCACATTAC
TGCATTACAATCAACATCAGAAAAGTAAAGTTTAGTTACCATAAG
CCTATTAGTTTTTAATATCTTTAACTAATTAACTAGTAACGAATAG
CCTTTAACAGTTAAAGTTGATATATATAAGCATAGTTAACCTGCAG
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TTATATAGTATATTGGTGATGTCTGTGTGTATGGTCAATCAAGCGT
ATTTGTTTGCATCTGATATTCTCAATAGCTGGAAACAGTGAGGCAG
GTGTTAGTTGTCTATTTATGGAGATCAACAACTAAAGGTCTCATTA
CTGACCCCAGACCACATTTAACTGCAGATAAACCCCTGCGCCTCCG
CTTCTCCCTTCACACCCTTATTTGGCTCTGCGTTTGCCTCTATAAAG
ATCAGCAGTGGTGTTAGTGAGTCTACAGTTTTCCTCAACTGAGGAG
AGATCCAGATCTGAAAAACTCCTGAAAACCATATTCACGATGGGT
GATGCTTTAATGGCAG

Humano (53)

CCTTCAGATTAAAAATAACTAAGGTAAGGGCCATGTGGGTAGGGG
AGGTGGTGTGAGACGGTCCTGTCTCTCCTCTATCTGCCCATCGGCC
CTTTGGGGAGGAGGAATGTGCCCAAGGACTAAAAAAAGGCCCTGG
AGCCAGAGGGGCGAGGGCAGCAGACCTTTCATGGGCAAACCTCAG
GGCTGCTGTCCTCCTGTCACCTCCAGAGCCAAGGGATCAAAGGAG
GAGGAGCCAGGACAGGAGGGATGGGAGGGAGGGTCCCAGCAGAT
GACTCCAAATTTAGGCAGCAGGCACGTGGAATGAGCTATAAAGGG
GCTGGAGCGCTGAGAGCTGTCAGACCGAGA




4 RESULTADOS
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Nesta se¢do serdo apresentados os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento
deste projeto.

4.1 cNRE é necessario para que o promotor SMyHC |1l dirija a expressdo de
GFP no atrio

A fim de verificar a importancia do cNRE como sequéncia regulatéria essencial para
que o promotor do gene SMyHC III dirija a expressdo de GFP no atrio, foram realizados
ensaios de expressdo transiente utilizando embrides de zebrafish da linhagem tg: vmhc-
mCherry para que ficasse clara a delimitacdo entre as cAmaras cardiacas (Fig. 4A e B). Neste
experimento, embrides co-injetados com Tol2-SMyHC Ill: GFP, a versdo selvagem do
promotor, apresentaram mais de 42% dos individuos com expressdao exclusiva de GFP no
atrio e menos de 10% com expressdo apenas no ventriculo (Fig. 4C). Ja os embribes que
foram co-injetados com a forma mutada do promotor (Tol2-SMyHC 11l AcNRE: GFP)
apresentaram aproximadamente 5% de expressao atrial de GFP, enquanto a expressdo apenas
no ventriculo foi maior que 46% (Fig. 4C), deixando evidente a relevancia do cNRE para a
especificidade atrial da expressdo de GFP dirigida pelo promotor SMyHC III.
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Figura 4: cNRE é um elemento regulatério importante para a atividade atrial do
promotor SMyHC 111 em embrides de zebrafish.

(A e B) Foi avaliado o padréo de expressdo de GFP dirigido pelo promotor SMyHC 111l ou sua verséo
mutante (SMyHC 1lIl AcNRE) nas camaras cardiacas 48 hpf. (C) O promotor selvagem dirigiu a
expressao de GFP majoritariamente no atrio, enquanto sua versao mutada teve maior porcentagem de
embriBes expressando GFP no ventriculo, além de acentuada reducdo da expressdo de GFP no étrio.
(at) Atrio. (vt) Ventriculo. (at+vt) Atrio e ventriculo.

4.1.2 cNRE ¢ suficiente para mudar o padrdo de expressdo de um

promotor ventricular para atrial

Com a evidéncia experimental da importancia do cNRE como um elemento
regulatério do promotor do gene SMyHC 111 para dirigir a expressédo atrial de GFP (Fig. 4C),
buscou-se verificar se tal capacidade poderia ser transferida para um promotor ventricular.
Com este objetivo, a sequéncia 5XxcNRE foi clonada upstream da sequéncia do promotor
ventricular vmhc. Como esperado, verificou-se que nenhum embrido do grupo controle (DNA
Tol2: vmhc: GFP) apresentou expresséo atrial seletiva de GFP (Fig. 5A-C e 1), sendo que 73%
dos embriBes apresentaram expressdo de GFP ventriculo-exclusiva (Fig. 51), enquanto 27%
dos embrides expressaram GFP em ambas as camaras cardiacas (Fig. 51). J& o grupo co-

injetado com Tol2:5xcNRE-vmhc: GFP, apresentou um embrido com expressao atrial de GFP
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(Fig. 5D-G e 1), houve reducédo na propor¢do de individuos expressando apenas no ventriculo
(maior que 45%) e aumento da expressdao de GFP em ambas as camaras (maior que 53%)
(Fig. 51) quando comparado com o grupo controle (Tol2: vmhc: GFP). Estas evidéncias
sugerem que o cNRE é suficiente para alterar o padréo de expresséo dirigido por um promotor

ventricular para atrial mesmo fora do seu contexto nativo, o promotor do gene SMyHC I11.
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Figura 5: ctNRE é suficiente para alterar o padrdo de expressdo dirigido por um
promotor ventricular para atrial.

(A-G) Foram analisados os padrdes de expressdao de GFP nas camaras cardiacas de embrides de
zebrafish co-injetados com o promotor ventricular vmhc-GFP ou 5xcNRE-vmhc-GFP (H) 48 hpf. (1)
60% dos embrides vmhc-GFP expressaram GFP apenas no ventriculo, enquanto embrifes 5xcNRE-
vmhc-GFP apresentaram aumento na propor¢do embrides expressando GFP em ambas as camaras
cardiacas quando comparado ao controle, além de ter sido observado um individuo com expressao
atrial especifica de GFP. (a) Atrio. (v) Ventriculo. (a+v) Atrio e ventriculo.
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4.1.3 Cada héxade possui a capacidade de alterar o padrdo de atividade
do promotor SMyHC |11

Objetivando elucidar quais eram os nucleotideos criticos ao papel desempenhado pelo
cNRE, foi avaliado o efeito de mutacdes nas héxades A, B e C, além dos nucleotideos que
separam as héxades B e C (Bsp), bem como o sitio de ligacéo a fatores de transcricdo GATA
no padrdo de expressdo de GFP dirigido pelo promotor SMyHC Ill. Verificou-se que a
mutacdo na héxade A (Mut A) resultou no aumento (> 60%) da expressao de GFP em ambas
as camaras cardiacas e reducdo no atrio (> 10%) comparado ao grupo controle (SMyHC I1II)
com aproximadamente 40% de individuos com expressdao de GFP nas mesmas categorias
analisadas (Fig. 5), ou seja, a mutacdo gerou a perda de estimuladores atriais e repressores
ventriculares. Apés a transversdo dos dois primeiros nucleotideos na héxade B (Mut B) foi
observado o dobro do numero de embrides (> 20% versus <10%) expressando GFP no
ventriculo, bem como um aumento expressivo em ambas as camaras cardiacas (> 70% versus
< 40%). Porém na camara atrial houve redugdo no nimero de embrides expressando GFP (<
20% versus > 40%) quando comparado aos individuos controle (SMyHC I1I1) (Fig. 6)
indicando a perda de ativadores atriais e repressores ventriculares. A mesma estratégia de
mutacdo foi realizada nos dois Gltimos nucleotideos da héxade B (mut B2), no entanto,
nenhum embrido apresentou expressdao de GFP nas camaras cardiaca (atrio ou ventriculo)
(Fig. 7C), porém foi observada expressdo de GFP em outros tecidos, como por exemplo, no
musculo esquelético e vesicula optica (Fig. 7A-B), ou seja, houve a perde de um importante
estimulador cardiaco (ativador atrial e repressor ventricular). Ja a transversdo nos dois
primeiros nucleotideos do mutante Bsp (Mut Bsp) resultou na mesma porcentagem de
embrides com alteracdo na expressdo de GFP no ventriculo apresentada pelo Mut B, assim
como o padrdo observado no atrio com reducgdo na expressao de GFP quando comparado ao
grupo controle (< 30% versus > 40%) (Fig. 6). Os individuos com transversdo nos dois
primeiros nucleotideos da hexade C (Mut C) apresentaram acentuada reducdo na expresséo de
GFP no atrio (30% versus >50% no controle) devido a perda de um potencial ativador atrial.
No entanto, a expressdo ventricular demonstrou um aumento de quatro vezes (40% versus
controle <10%), pois houve a perda de um potencial repressor ventricular. Resultado
semelhante foi obtido no grupo com mutacdo nos dois Ultimos nucleotideos desta mesma
héxade (Mut C3) com aproximadamente 30% dos embrides expressando GFP no ventriculo
(Fig. 6). Os individuos expressando GFP em ambas as cdmaras cardiacas no Mut C ndo houve

diferenga quanto a porcentagem de embriGes na mesma condi¢cdo comparados ao grupo
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controle (SMyHC 1II), porém o grupo Mut C3 apresentou reducdo (20% versus < 40%),
enquanto outro grupo de mutante com transversdo no segundo e terceiro nucleotideo da
héxade C (Mut C2) apresentou expressiva alteracdo na mesma camara cardiaca (> 60% versus
< 40%) (Fig. 6). Também foi avaliada a importancia de GATA no contexto do promotor
SMyHC 11, pois este dominio de ligacdo é sabido ser importante para interacdo de fatores de
transcricdo envolvidos no desenvolvimento cardiaco (54). Assim, a mutacdo no dominio
GATA resultou na grande reducdo da expressdo de GFP no atrio (< 10% versus controle >
40%), aumento no ventriculo (< 40% versus controle <10%), além de aumento na
porcentagem de individuos expressando GFP em ambas as camaras cardiacas (< 60% versus
controle <40%), resultado da perda de ativadores atriais e repressores ventriculares.
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Figura 6: As héxades exercem diferentes alteracGes na expressdo cardiaca de GFP
dirigida pelo promotor SMyHC 111 em embrides de zebrafish.

Embrides de zebrafish foram co-injetados com diferentes constru¢bes do promotor SMyHC Il
carregando mutagdes pontuais especificas e analisados 48 hpf, e foi observado que todas as mutacdes
testadas alterou, de alguma forma, o padrdo de expressdo de GFP dirigido pelo promotor nas cAmaras
cardiacas. (at) Atrio. (vt) Ventriculo. (at+vt) Atrio e ventriculo.
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Figura 7: A mutacdo nos dois ultimos nucleotideos da héxade B (Mut B2) eliminou a
expressao de GFP dirigida pelo promotor SMyHC I11 no coracéo de embrides de zebrafish.

Embrioes de zebrarish foram co-injetados com diferentes construgoes do promotor SMyHC Il1I
carregando mutacfes pontuais especificas (Mut B e Mut B2) e analisados 48 hpf. Foi observado que
no grupo Mut B2 a expressdo de GFP foi eliminada das cadmaras cardiacas quando comparado ao Mut
B (C), embora ndo tenha afetado a expressdo de GFP em outros tecidos, como vesicula dptica (A) ou
musculatura esquelética (B). (at) atrio. (vt) ventriculo. (at+vt) Atrio e ventriculo.

4.1.4 COUPTF-II interage com o promotor SMyHC IIl, porém é um

potente repressor

COUPTF-II é um fator de transcricdo importante para a determinacdo da identidade
celular entre atrio e ventriculo (31), com expresséo atrial especifica (Fig. 8A-C), e, portanto,
um forte candidato para regular a atividade do promotor do gene SMyHC 111 através do cNRE.
A fim de testar essa hipOtese, realizou-se imunoprecipitacdo da regido promotora de
SMyHC 111 que contém o cNRE e foi verificada a interacdo positiva de COUPTF-II (Fig. 9A).
Para compreender qual a resposta de interagdo gerada por COUPTF-II sob o promotor de
SMyHC Il1, foram realizados ensaios de transativacdo em células expressando o promotor
inteiro (SMyHC I11), o promotor sem o cNRE (SMyHC 11l AcNRE) e o promotor contendo
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cinco copias do cNRE (5xcNRE) e co-transfectadas com diferentes concentragdes de
COUPTF-II. As concentracdes de 250 ng a 2 pg exerceram repressao sob a atividade do
promotor do gene SMyHC Ill (Fig. 9B). Interessantemente, na auséncia do cNRE a
concentracdo de 100 ng de COUPTF-II ativou a atividade do promotor, diferente do
observado com o promotor nativo que ndo alterou a atividade basal do mesmo (Fig. 9C). Nas
celulas co-transfectadas com 5xcNRE foi observado repressdo da atividade do promotor
independente da concentracdo de COUPTF-II utilizada (Fig. 9D).

Figura 8: Expressao atrio-especifica de COUPTF-11 em embrido de camundongo.

Imunohistoquimica “Whole mount” para COUPTF-II em embrido de camundongo no estagio de 10.5
dpc. (A) Embrido de camundongo controle para a marcacdo de COUPTF-II no estagio de 10.5 dpc.
(B) Expressédo de COUPTF-II no embrido de 10.5 dpc. (C) Expressdo de COUPTF-II no coragdo apds
a dissecgdo do embrido (B) evidenciando a marcacao atrial. (*) atrio, (V) ventriculo.
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Figura 9: COUPTF-II interage com o promotor do gene SMyHC 11l reprimindo sua
atividade.

(A) Imagem representativa do gel de agarose 1% com o produto da PCR ap6s o ensaio de
imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP) demonstrando a interagdo de COUPTF-II com o promotor
SMyHC 11l a partir do fragmento de 350 pb que contém a sequéncia do cNRE. (B- D) Graficos
representando os ensaios de ativa¢do do promotor via luminescéncia da luciferase, evidenciando papel
repressor e dose-dependente de COUPTF-I1I sob a atividade do promotor SMyHC 111 (B) assim como
na condicdo de auséncia do ctNRE (C) e de 5xcNRE (D). Teste estatistico de Analise de Variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Bonferroni com p< 0,05. **** p <0.0001.

A relevancia da sequéncia do cNRE no contexto de COUPTF-II ficou evidente no
experimento utilizando a estratégia de COUPTF-II fusionado a proteina 16 (p16) do Virus
Herpes Simples (VP16). VP16 contém duas regides de forte ativagdo capaz de ativar a
transcrigdo in vivo de modo independente das caracteristicas do gene, fato este que permite
concluir, baseado nos resultados, o potencial repressor/ ativador de um determinado gene
(55). Como esperado, neste experimento o promotor SMyHC 111 foi ativado independente da
concentracdo de DNA de COUPTF-11 VP16 (Fig. 10A), ja na auséncia da sequéncia do cNRE
(SMyHC 11l AcNRE) a atividade do promotor so6 foi ativada na concentracdo de 1 pg de
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COUPTF-II VP16 (Fig. 10B), possivelmente porque passou a interagir com outros dominios
de ligagéo na sequéncia do DNA.
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Figura 10: COUPTF-11 V16 depende do cNRE para ativar a atividade do promotor do
gene SMyHC II1.

(A- B) Gréficos representando os ensaios de ativagdo do promotor via luminescéncia da luciferase,
deixando evidente o potencial ativador de COUPTF-1I (A), além de sua dependéncia da sequéncia do
cNRE (B) para que haja aumento na atividade do promotor SMyHC |1l quando fusionado ao VP16.
Teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de
Bonferroni com p< 0,05. **** p <0.0001.

Apesar das vantagens experimentais da linhagem HEK293T, sabe-se que h& expressdo
endégena de COUPTF-II nessas células (Fig. 11A). Assim, para verificar qual era o
comportamento endégeno de COUPTF-II foi utilizada a estratégia de co-transfec¢do com seu
dominante negativo COUPTF-1I TV2, que ndo possui o dominio de ligacdo ao DNA, mas que
é capaz de dimerizar (Fig. 11B-D) (56). Assim, era esperado que COUPTF-11 TV2 interagisse
com 0 COUPTF-I1I endogeno impedindo o de se ligar ao DNA deixando evidente a resposta
gerada pelo COUPTF-II transfectado (Fig. 9B). A partir deste experimento utilizando as
diferentes construgfes do promotor (SMyHC I1IlI, SMyHC 1l AcNRE ou 5xcNRE) foi
demonstrado que COUPTF-11 enddgeno € um repressor, e, portanto a ativagdo observada na
co-transfeccdo de 100 ng de COUPTF-1I com SMyHC IIl AcNRE pGL3 foi consequéncia
genuina da interacdo do COUPTF-II transfectado (Fig. 9C).
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Figura 11: COUPTF-II enddgeno da linhagem HEK?293T é repressor.

(A) Imagem representativa do Western Blot para detecgdo da proteina endégena de COUPTF-II, AR e
GR em HEK293T. (B- D) Gréficos representando 0s ensaios de ativagdo com as diferentes
construgdes do promotor via luminescéncia da luciferase co-transfectados com COUPTF-II TV2, os
resultados suportam que COUPTF-1I enddgeno é um agente repressor. Teste t ndo paramétrico com p<
0,05. **** p <0.0001, * p 0.0112.

4.2 Receptores nucleares que modulam a atividade do promotor SMyHC 111 via
cNRE

Em vista do papel repressor exercido por COUPTF-II, um receptor nuclear, sob
promotor do gene SMyHC |11, buscamos testar outros membros da superfamilia de receptores
nucleares com o objetivo de identificar outros genes que pudessem modular a atividade do
promotor de SMyHC 11l na presenca (SMyHC I11- Luc pGL3) ou auséncia do cNRE (SMyHC
1l AcNRE pGL3), além da repeticdo de cdpias (5XcNRE pGL3p), visto que se trata de um
elemento regulatério do promotor como evidenciado nos experimentos com zebrafish (Fig.
4C).
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4.2.1 Receptor Orfio RAR- relacionado a (RORa) e 0 cNRE

Na condicdo de transfeccdo concomitante de SMyHC IIl e RORa, verificou-se
aumento da atividade do promotor quando comparado a condicao controle (SMyHC I11') (Fig.
12A). No entanto, na auséncia do cNRE houve repressédo da atividade do promotor (Fig. 12B)
e ndo houve alteracéo na atividade basal do promotor quando RORa e 5xcNRE pGL3p foram
transfectados simultaneamente (Fig. 12C). Portanto, o cNRE demonstrou ser um elemento
regulatério necessario para a ativacdo do promotor SMyHC Il na presenca de RORa, € que
apenas o ctNRE ndo é suficiente para mudar o estado de atividade basal do promotor como

demonstrado no grupo co-transfectado com 5xcNRE.
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Figura 12: RORa é capaz de promover a ativacdo do promotor SMyHC 111 dependente
da sequéncia do cNRE.

(A- C) Gréficos representando os ensaios de ativacdo com as diferentes constru¢bes do promotor via
luminescéncia da luciferase, sugerindo que RORa promove ativacdo da atividade do promotor (A),
porém é dependente da sequéncia do cNRE (B), embora esse elemento regulatério ndo seja suficiente
para gerar resposta pelo RORa (C). Teste t ndo paramétrico com p< 0,05. **** p<0.0001, *** p
0.0004.
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4.2.2 Receptor Nuclear Subfamilia 1 Grupo D Membro 2 (Reverbf) e 0
cNRE

A co-transfeccdo de Reverpp e SMyHC Il (Fig. 13A) resultou em aumento na
atividade do promotor quando comparado ao grupo controle (SMyHC 11l ). No entanto,
nenhuma mudanca na atividade basal do promotor foi observada nas condi¢des de auséncia
(Fig. 13B) ou na presenca de 5 cépias (Fig. 13C) do cNRE, demonstrando que o cNRE néo é

um elemento necessario para a ativacdo do promotor pelo Reverbp.
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Figura 13: Reverbp ativa o promotor SMyHC 111, porém néo é dependente do cNRE.

(A- C) Gréficos representando os ensaios de ativacdo com as diferentes construgdes do promotor via
luminescéncia da luciferase, sugerindo que o Reverbff € um potencial ativador da atividade do
promotor, porém independente da sequéncia do cNRE (B- C). Teste t ndo paramétrico com
p< 0,05. *** p 0.0003.

4.2.3 Receptor Relacionado a Estrogeno a (ERRa) e 0 C(NRE

O receptor a relacionado ao estrogeno (ERRa) ndo induziu aumento na atividade do
promotor SMyHC 111 quando comparado a condig¢do controle (SMyHC I11) (Fig. 14A). No
entanto, ERRa demonstrou necessitar da sequéncia do cNRE para que esta atividade
permaneca no nivel basal (Fig. 14B), pois houve repressdo da atividade do promotor quando
co-transfectado com SMyHC Il AcNRE comparado ao grupo controle. Tal fato é reforcado

quando as células foram co-transfectadas com a repeticdo do cNRE gerando, mais uma vez,
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repressdo na atividade do promotor, ou seja, 0 cNRE trata-se de um elemento ativador (Fig.
14C).
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Figura 14: ERRa néo exerce efeito sobre a atividade do promotor.

(A- C) Gréficos representando os ensaios de ativacdo com as diferentes construgdes do promotor via
luminescéncia da luciferase, sugerindo que ERRo ndo é capaz de promover ativagdo na atividade do
promotor (A), embora a sequéncia do cNRE seja necesséria para que esta atividade permaneca no
nivel basal (B). Porém, apenas o cNRE ndo foi suficiente para gerar resposta de pelo ERRa (C). Teste
t ndo paramétrico com p< 0,05. **** p <0.0001, *** p 0.0005.

4.2.4 Receptores Ativados por Proliferador de Peroxissomos (PPAR) e o
cNRE

Também foram testadas as isoformas a, e y dos receptores ativados por proliferador
de peroxissomos (PPAR). PPARo. ativou as diferentes constru¢es do promotor SMyHC 11
(SMyHC 111, SMyHC 11l AcNRE e 5xcNRE) quando comparadas as respectivas condi¢des
controle de modo independente do ligante fenofibrato (Fig. 15A-C). O PPARS também
promoveu a ativagdo do promotor quando co-transfectado com SMyHC 11l independente do
ligante GWO0742 (Fig. 15D). O grupo co-transfectado com SMyHC Il AcNRE também ativou
o promotor (Fig. 15E), porem na presenca do ligante GW0742 esse efeito foi menor quando
comparado ao grupo SMyHC Il (Fig. 15D). No grupo co-transfectado com 5xcNRE foi
observada ativagcdo do promotor (Fig. 15F), embora menor quando comparado aos grupos

SMyHC 11l e SMyHC 111 AcNRE, no entanto, na presenca do ligante a atividade do promotor €
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reprimida (Fig. 15F). PPARy quando co-transfectado com SMyHC |11 ndo gerou alteracdo na
atividade basal do promotor (Fig. 15G). Ja o grupo co-transfectado com SMyHC 11l AcNRE
teve uma resposta significativa de ativacdo apenas na auséncia de rosiglitazona (Fig. 15H). A
condicdo co-transfectada com 5XcNRE ndo apresentou mudanca no perfil de ativacdo do
promotor, enquanto na presenca do ligante houve repressao quando comparado ao grupo
controle (Fig. 151). Portanto, a familia de PPAR n&o necessita da sequéncia do cNRE para
ativar a atividade do promotor, ja que nas condicdes co-transfectadas com PPARo ou PPARS
e SMyHC 11l AcNRE houve aumento na atividade do promotor comparado aos respectivos
grupos controle. Além disso, apenas a sequéncia do cNRE (5xcNRE) foi suficiente para ser
ativado por PPARa e PPARg, ou seja, comportando-se como uma sequéncia ativadora. No
entanto, de modo geral, o0 PPARy ndo demonstrou ser candidato para regular a atividade do
promotor, pois independente da construcdo co-transfectada ndo houve nenhuma ou pouca
alteracdo da atividade basal do promotor comparado aos grupos co-transfectados com PPAR«
e PPARP.
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Figura 15: Ensaio de transativagdo em HEK293T co-transfectadas com diferentes
construcdes do promotor SMyHC 11l na presenca de PPARa, PPARf ou PPARy e 0s respectivos
ligantes.

(A- 1) Gréficos representando os ensaios de ativagdo com as diferentes construcdes do promotor via
luminescéncia da luciferase, sugerindo que tanto PPARo. quanto PPARf sdo capazes de promover o
aumento na atividade do promotor independe dos respectivos ligantes, bem como da sequéncia do
cNRE (A- F). Enquanto o PPARy s6 apresentou aumento na atividade do promotor na auséncia do
cNRE sem o ligante (H) ou repressdo quando co-transfectado com 5xcNRE e na presenca de
rosiglitazona. Teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-
hoc de Bonferroni com p< 0,05. **** p <0.0001.



71

4.2.5 Receptor do hormonio tireoidiano (TRa e ) e 0 cNRE

Evidenciou-se aumento na atividade do promotor SMyHC |1l quando co-transfectado
com o receptor do horménio tireoidiano a (7Ra) na presenca ou auséncia da testosterona
(ligante enddgeno), porém a resposta na presenca do ligante € menor quando comparado com
grupo co-transfectado apenas com TR (Fig. 16A). O mesmo foi observado no grupo co-
transfectado com SMyHC 1l AcNRE (Fig. 16B). Quando as células foram co-transfectadas
com 5xcNRE foi observado ativagcdo do promotor apenas na presenca de testosterona (Fig.
16C). TRp ativa o promotor SMyHC 11 apenas na auséncia do ligante (Fig. 16D). Nas células
que foram co-transfectadas com o promotor SMyHC 111 AcNRE néo foi observada ativacéo do
promotor na presenca ou auséncia do ligante (Fig. 16E), assim como quando co-transfectado
com 5xcNRE (Fig. 16F). Portanto, o cNRE n&o demonstrou ser um elemento necessério para
a atividade do promotor mediada pelos receptor nucleares tireoidianos.
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Figura 16: TRa e TRp ativam a atividade do promotor SMyHC 111 independente da
presenca da sequéncia do cNRE ou de testosterona.

(A-F) Graficos representando os ensaios de ativacdo com as diferentes construces do promotor via
luminescéncia da luciferase, evidenciando que 7Ra e TR sdo capazes de promover a ativagdo do
promotor (A e D), e que para tal ndo é necessario a presenca do cNRE, bem como da testosterona (B e
E). Teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de
Bonferroni com p< 0,05. **** p <0.0001.

4.2.6 Receptor de Retinoide X/ Receptor de Vitamina D (RXR/ VDR) e o

cNRE

A presenca de RXR, assim como do heterodimero RXR/VDR resultou no aumento da

atividade do promotor SMyHC 11l (Fig. 17A), um evento também visto na auséncia de cNRE

(Fig. 17B), permitindo concluir que o cNRE ndo é um elemento necessério a ativagdo do
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promotor mediada por estes receptores. Na condi¢do co-transfectada com 5xcNRE, houve
repressdo da atividade do promotor, ou seja, 0 ctNRE ndo é suficiente para que seja gerada
resposta de ativacdo por RXR e/ou VDR (Fig. 17C), mesmo na presenca de vitamina D (Fig.
17F). Quando a atividade de RXR foi avaliada na presenca de vitamina D o promotor foi
ativado em ambas as construcdes, SMyHC |1l (Fig. 17D) e SMyHC Ill AcNRE (Fig. 17E),
porém com maior resposta de ativacdo na auséncia do cNRE, assim, na presenca de vitamina
D, o ctNRE age como uma sequéncia com caracteristica repressora da atividade do promotor.
Ja o grupo experimental co-transfectado com o heterodimero na presenca da vitamina D nédo
houve alteracdo na atividade basal promotor na presenca (SMyHC I11) ou auséncia do cNRE
(SMyHC 111 AcNRE) (Fig. 17E) quando comparado aos respectivos grupos controle do
promotor ndo tratado com vitamina D. Portanto, pode-se afirmar que o cNRE ndo é um
elemento regulatorio necessario para a atividade do promotor na presenca de RXR e/ ou VDR

com ou sem o ligante.
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Figura 17: RXR e/ou VDR promovem aumento da atividade do promotor mesmo na
auséncia do cNRE.

(A- F) Gréficos representando os ensaios de ativagdo com as diferentes constru¢bes do promotor via
luminescéncia da luciferase, sugerindo que RXR nédo depende do cNRE para ativar o promotor, assim
com RXR+VDR na auséncia da vitamina D. Teste estatistico de Andlise de Variancia (ANOVA) de
uma via, seguida do teste post-hoc de Bonferroni com p< 0,05. **** p <0.0001.

4.2.7 A proteina homeodominio de classe Iroquois (Irx4) / RXR e o ctNRE

O promotor SMyHC 11l é ativado por Irx4, assim como pelo heterodimero RXR/Irx4,
porém apenas 0 RXR nédo foi suficiente para ativar o promotor (Fig. 18A). O mesmo foi
observado quando as células foram co-transfectadas com SMyHC 11l AcNRE, no entanto,
neste grupo experimental RXR foi capaz de ativar a atividade do promotor, ou seja, a
sequéncia do cNRE possui atividade repressora quando se trata deste receptor nuclear (Fig.

18B). Ja o grupo 5xcNRE na presenca de Irx4 ou RXR/Irx4 acarretou na ativacdo da atividade
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da luciferase, o que ndo foi observado apenas com RXR (Fig. 18A). Os resultados permitem
concluir que o ctNRE n&o é necessario para a atividade do promotor quando as células sdo co-
transfectadas com Irx4 ou RXR/Irx4, embora a atividade do promotor observada tenha sido

menor quando comparado ao grupo co-transfectado com o promotor nativo.
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Figura 18: Irx4 e/ou RXR ndo necessitam do cNRE para aumentar a atividade do
promotor SMyHC I11.

(A- C) Gréficos representando os ensaios de ativacdo com as diferentes constru¢des do promotor via
luminescéncia da luciferase, sugerindo que Irx4, bem como Irx4+RXR sdo capazes de promover o
aumento na atividade do promotor independente do cNRE. Teste estatistico de Analise de Variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Bonferroni com p< 0,05. **** p <0.0001.

4.3 COUPTF-II interage fisicamente com Receptor de Andrdgeno (AR) e
Receptor de Glicocorticoide (GR)

Os membros da superfamilia de receptores nucleares testados, de modo geral, ndo
apresentaram ativagdo na modulacdo da atividade do promotor dependente da sequéncia do
cNRE, e COUPTF-II se mostrou repressor na atividade do promotor. Assim, visto a
importancia de COUPTF-II para a especificacdo das cadmaras cardiacas buscamos outros
genes que pudessem interagir com COUPTF-II para promover a ativagdo do promotor do
gene da SMyHC Il utilizando espectrometria de massas (57), e identificamos o Receptor de

Andrégeno (AR) (58), Receptor de Glicocorticoide (GR) (59) e a via de p53 como novos
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ligantes para COUPTF-II, um achado posteriormente validado por co-imunoprecipitacéo (Fig.
19A- C).

A B &
Flag-¢GFP ¥ - W Fagempty  * - * - Fagempty  + - + -
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Figura 19: COUPTF-II interage fisicamente com AR, GRa e GRp.

Imagem representativa do Western Blot para AR ou HA apds a co-imunoprecipitacdo com anticorpo
anti- FLAG das células HEK293T co-transfectadas com FLAG-COUP-TFII ou FLAG-eGFP e (A)
pCMV-Receptor de Androgeno (AR), FLAG-COUP-TFII ou FLAG-vazio e (B) HA-GRa ou (C) HA-
GRp suportando que é possivel a interagdo entre COUPTF-11 e AR ou GR.

Também foram realizadas imunofluorescéncia para AR (Fig. 20) e GR (Fig. 21) em
embrido de camundongo 10.5 dpc para verificar o padrdo de expressao nas camaras cardiacas,
e ambos 0s receptores nucleares demonstraram expressao tanto no ventriculo quanto no atrio
(60-62). AR foi expresso no nucleo (Fig. 20G e 1), enquanto GR apresentou marcacdo tanto
citoplasmatica quanto nuclear, sendo a ultima no formato de pequenos granulos

possivelmente speckles nucleares (Fig. 21J e L) (63).
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Figura 20: AR é expresso no nucleo das células de ambas as camaras cardiacas.

Imunofluorescéncia para AR em embrido de camundongo no estagio de 10.5 dpc. (A- C)
Imunofluorescéncia “Whole mount” em coragdo de embrido de camundongo no estagio de 10.5 dpc ou
(D- F) em cortes coronais em embrido no mesmo estagio de desenvolvimento revelando a expressao
nuclear de AR (seta), bem como sua expressdo em ambas as camaras cardiacas. (A- C) Imagens
adquiridas no confocal SP8 Leica no aumento de 5x e (D- 1) no aumento de 63x.
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Figura 21: GR é expresso no nucleo e no citoplasma das células de ambas as camaras
cardiacas.

Imunofluorescéncia para GR em embrido de camundongo no estagio de 10.5 dpc. (A- C)
Imunofluorescéncia “Whole mount” em coragdo de embrido de camundongo no estagio de 10.5 dpc
mostrando que GR é expressdo tanto no ndcleo de células do atrio (L) quanto no ventriculo (F). Todas
as imagens foram adquiridas no confocal SP8 Leica em diferentes aumentos (A- C) aumento de 5x,
(D- F e J- L) no aumento de 63x, enquanto (G- 1) no aumento de 40x.
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Além da validacdo da interacdo de COUPTF-II e AR por co-imunoprecipitacdo (Fig.
19A), também foi verificada a colocalizacdo de ambos as proteinas por imunofluorescéncia

em coracdo e embrido de camundongo (Fig. 22A-C).

COUP-TFII AR Merge

Figura 22: COUPTF-II e AR colocalizam-se no nucleo de células atriais.

Imunofluorescéncia para COUPTF-II (A) e AR (B) em embrido de camundongo no estagio de 10.5
dpc. (C) Foi observado co-localizacdo de ambos os receptores nucleares no nucleo de células atrais
(seta). As imagens foram adquiridas no confocal SP8 Leica no aumento de 40x.

4.4 AR é repressor, porém age sinergicamente com COUPTF-II para aumentar a
atividade do promotor SMyHC 111

Verificamos que AR, assim como COUPTF-II, reprimiu a atividade do promotor (Fig.
23A) e demonstrou necessitar, até mesmo para reprimir, da sequéncia do cNRE (Fig. 23B),
pois quando co-transfectado com SMyHC 111 AcNRE ndo foi observado alteragdo na atividade
basal do promotor, fato que ocorreu apenas na concentracdo de 2 pg de DNA de AR (Fig.
23B).
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Figura 23: AR reprime a atividade do promotor do gene SMyHC I11.

(A e B) Graficos representando os ensaios de ativacdo com as diferentes construgcdes do promotor via
luminescéncia da luciferase numa curva dose-resposta de AR, evidenciando que AR reprimi a atividade
do promotor selvagem independente da concentragdo de DNA utilizada (A), e na auséncia do cNRE s6
houve alteracdo da atividade basal do promotor na concentracdo de 2 pg de AR (B). Teste estatistico
de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Bonferroni, valor de p<
0,05. **** n <0.0001.

Entretanto, os ensaios de transativacdo a partir da co-transfeccdo de AR e COUPTF-II
evidenciaram uma interacao sinérgica entre 0s dois repressores o que resultou na ativacdo do
promotor (SMyHC I111), mas tal fato s6 ocorreu quando utilizada as concentra¢fes de 250 ng
de AR e 100 ng ou 250 ng de COUPTF-II (Fig. 24A). No entanto, na auséncia da sequéncia
do cNRE este efeito sinérgico ndo foi observado, ou seja, 0 cNRE é um elemento regulatério
fundamental para tal (Fig. 24B).



Indugdo (x vezes)

81

A I G SMyHC 3 promoter » B l x AcNRE promoter »

84 8-
SMyHC Il
y , ACNRE
KKK iy T
64 @
v o 61
REXX " >
A A > 5L Sk
44 A o 3-
1]
4y g 2l
il SRIE T
vw® - z = U # {-
o T = o ®
T T T T T T T .
Ctrl AR0.25 0.1 01 025 05 1 2 Ctrl AR 0 25 0. 1 0. 25 0.5 1 2
COUPTF-II (ng) COUPTF-II (pg)
AR 0.25 pg AR 0.25 pg

Figura 24: COUPTF-II e AR, ambos repressores, interagem sinergicamente para ativar a
atividade do promotor do gene SMyHC I11.

(A e B) Gréficos representando os ensaios de ativacdo com as diferentes construgdes do promotor sob
concentragdo fixa de AR, porém variando a concentragdo de COUPTF-II via luminescéncia da
luciferase evidenciando que COUPTF-II e AR interagem sinergicamente para prover o aumento da
atividade do promotor, e que esse fendmeno é dependente do cNRE. Teste estatistico de Analise de
Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Bonferroni com p< 0,05. **** p
<0.0001.

Um fato importante observado sobre o AR foi que na presenca de 1 pM testosterona
(seu ligante enddgeno), AR tornou-se um potente ativador do promotor, de modo
independente do ctNRE (Fig. 25A e B). Além disso, o sinergismo observado entre COUPTF-II
e AR na ativagdo do promotor foi potencializado na presenga do ligante (Fig. 25A e B),
embora sob essa condicdo o ctNRE ndo tenha sido sequéncia chave, j& que o SMyHC IlI
AcNRE pGL3 também foi ativado. Comparando as respostas de atividade entre SMyHC |11 e
SMyHC 1l AcNRE n&o houve diferenca, demonstrando, mais uma vez, que na presenga da
testosterona o cNRE néo € necessario para que ocorra a interacao sinérgica entre COUPTF-II
e AR (Fig. 25C).
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Figura 25: Testosterona potencializa o sinergismo entre COUPTF-II e AR na ativacéo da
atividade do promotor do gene SMyHC II1.

(A- B) Gréficos representando os ensaios de ativagdo com as diferentes construgdes do promotor co-
transfectados com AR e COUPTF-II na presenga de testosterona via luminescéncia da luciferase
evidenciando que o sinergismo entre os dois repressores foi potencializado pelo ligante, (C) e que
neste caso ndo depende do cNRE para que haja aumento da atividade do promotor SMyHC 1ll. Teste
estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Bonferroni (A
e B) e (C) teste t ndo paramétrico com p< 0,05. **** p <0.0001.

4.5 GR ativa o promotor SMyHC 111 independente de cNRE

Foram realizados ensaios de transativacdo celular em HEK293T com co-transfec¢édo
do promotor (SMyHC Il ou SMyHC Il AcNRE) ao longo de concentragdes crescentes de
GRa ou GR. GRa foi capaz de promover a ativagcdo do promotor nativo (SMyHC I11) a partir
da concentracdo de 1 ug de DNA (Fig. 26A). Quando co-tranfectado com a versdo mutada do
promotor (SMyHC Il AcNRE) a ativacdo ocorreu apenas na concentragdo de 2 pg de DNA
(Fig. 26B). Na presenca do ligante dexametasona a resposta de ativagdo foi potencializada
(Fig. 26D-E) quando comparado ao grupo néo tratado, e em ambos 0s grupos, na presenca ou
auséncia de dexametasona, 0 cNRE ndo se apresentou como sequéncia importante para a

atividade do promotor (Fig. 26C e F).
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Figura 26: GRa é capaz de ativar a atividade do promotor do gene SMyHC 111 e a acdo é
potencializada pela dexametasona.

(A- B e D- E) Graéficos representando os ensaios de ativacdo com as diferentes construcdes do
promotor co-transfectados com GRa na presenga (D- E) ou auséncia de dexametasona (A- B) via
luminescéncia da luciferase evidenciando que GRa ¢ capaz de aumentar a atividade do promotor de
modo independente do cNRE (C), e tal atividade é potencializada na presenca do ligante (D- E),
também independente do cNRE (F). Teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste post-hoc de Bonferroni (A e B) e (C- F) teste t ndo paramétrico com p< 0,05. **** p
<0.0001.

GRp também foi capaz de ativar o promotor nativo (SMyHC I11) (Fig. 27A), mas a
partir da concentracdo de 1 pg de DNA e do promotor mutado (SMyHC 111 AcNRE) apenas na
concentracédo de 2 g de DNA (Fig. 27B). A sequéncia do cNRE se mostrou necessaria para a
ativacdo observada, uma vez que na sua auséncia houve repressao da atividade do promotor

guando comparado ao controle (SMyHC I11) (Fig. 27C).
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Na presenca de dexametasona ndo houve diferenca na atividade do promotor quando
comparado ao grupo nao tratado com o ligante (Fig. 27D), diferente do observado no grupo
experimental co-transfectado com SMyHC Il AcNRE que foi ativado na presenga do ligante
guando comparada a mesma condi¢cdo na auséncia do ligante (Fig. 27E). No entanto, a partir
da comparacdo de ambas as versdes do promotor sob o efeito da dexametasona néo houve
diferenga na sua atividade (Fig. 27F), portanto o cNRE ndo é um elemento regulatério

necessario para a atividade observada na presenca do ligante.
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Figura 27: GRp é capaz de ativar a atividade do promotor do gene SMyHC IlI1.

(A- B e D- E) Graficos representando os ensaios de ativagdo com as diferentes construcdes do
promotor co-transfectados com GRf na presenga (D- E) ou auséncia de dexametasona (A- B) via
luminescéncia da luciferase. Tal experimento evidenciou que GRp foi capaz de aumentar a atividade
do promotor e que esta foi dependente do cNRE (C), porém o ligante ndo exerce nenhum efeito
potencializador dependente do cNRE (F). Teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma
via, seguida do teste post-hoc de Bonferroni (A e B) e (C- F) teste t ndo paramétrico com p< 0,05.
**** pn <0.0001.
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Também foi verificada, por meio de ensaio de transativacdo celular, o efeito da
interacdo entre COUPTF-II e GRa ou GRp sob o promotor do gene SMyHC I11. Utilizando a
estratégia de co-transfeccdo com concentracdo crescente de GRa e concentracdo fixa de
COUPTF-II foi observado que, independente da presenca do cNRE, o promotor tem a
atividade aumentada em todas as concentracdo de GRa utilizadas (Fig. 28A e B), diferente do
que havia sido observagdo quando as células foram co-transfectadas apenas com o promotor
(SMyHC 11l ou SMyHC Ill AcNRE) e GRoa (Fig. 26A e B), ou seja, COUPTF-II exerce
influéncia importante sob o promotor quando combinado com GRa, e essa interacdo foi
potencializada quando as celulas foram tratada com dexametasona (Fig. 28C e D). No
entanto, na presenca da dexametasona, apesar do SMyHC 111 AcNRE ser ativado essa resposta
é menor quando comparado ao SMyHC Ill (Fig. 28E). Portanto, neste contexto, o cNRE foi
importante para a potencializacdo da atividade do promotor, embora ndo tenha sido necessario

ja que houve ativacao independente da presenca deste elemento regulatdrio.
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Figura 28: Combinacéo entre COUPTF-II e GRa ativa o promotor do gene SMyHC 111
independente do cNRE.

(A- D) Gréficos representando os ensaios de ativagdo com as diferentes constru¢bes do promotor co-
transfectados com GRa e COUPTF-1I na presenca (C- D) ou auséncia de dexametasona (A- B) via
luminescéncia da luciferase evidenciando que a combinagdo entre 0s dois receptores nucleares
aumentou a atividade do promotor independente do cNRE (A- B). Além disso, a atividade foi
potencializada pela dexametasona. (C- D) No entanto, a auséncia do cNRE fez com que a
potencializacdo exercida pelo ligante fosse menor comparado ao promotor selvagem na mesma
condicdo (E). Teste estatistico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-
hoc de Bonferroni (A- D) e (E) teste t ndo paramétrico com p< 0,05. **** p <0.0001.

A interacdo entre GRS e COUPTF-II também foi capaz de promover a ativacdo do
promotor em todas as concentragdes de GR/ utilizadas (Fig. 29A e B) independente do cNRE,
assim como observado para GRo (Fig. 28A e B). A combinacdo de ambos os receptores
nucleares e dexametasona também potencializou o aumento na atividade do promotor
independente do cNRE (Fig. 29C- E). Portanto, a acdo combinada observada entre GRS e
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COUPTF-Il sob o promotor ndo necessita do cNRE, pode ser potencializada pela
dexametasona, embora a acdo seja menor quando comparada a atividade exercida sob o
promotor pelo GRa combinado com COUPTF-I1 e ligante (Fig. 28C e D).
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Figura 29: Combinacéo entre COUPTF-11 e GRp ativa o promotor do gene SMyHC 111
independente do cNRE.

(A- D) Gréficos representando os ensaios de ativagdo com as diferentes constru¢des do promotor co-
transfectados com GRS e COUPTF-II na presenca (C- D) ou auséncia de dexametasona (A- B) via
luminescéncia da luciferase. Foi evidenciado que a combinacdo entre os dois receptores nucleares foi
capaz de aumentar a atividade do promotor independente do cNRE (A- B), e que tal atividade foi
potencializada pelo ligante de GRa (C- D), apesar de ser independente do cNRE (E). Teste estatistico
de Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Bonferroni (A- D) e (E)
teste t ndo paramétrico com p< 0,05. **** p <0.0001.
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Nesta secédo serdo discutidos os resultados obtidos correlacionando-os com a literatura
disponivel sobre o tema, bem como fundamentando as hipéteses que foram construidas ao

logo deste projeto.

5.1 cNRE, elemento regulatério necessario e suficiente para dirigir a atividade

do promotor SMyHC |11 no atrio cruzando a barreira de espécie

O desenvolvimento cardiaco € um evento complexo que requer uma combinacdo
refinada entre regulacdo génica e movimentos morfogenéticos para a formacdo de uma
estrutura com quatro camaras cardiacas (1-3,6,9,64). Neste trabalho, caracterizamos o
elemento complexo de receptores nucleares (do inglés, complex Nuclear Receptor Element,
cNRE), um novo elemento regulatério que € necessario para dirigir a atividade do promotor
de um gene atrial de codorna de modo especifico no contexto cardiaco (SMyHC II11) (45),
além de ser suficiente para alterar o padrdo de expressao dirigido por um promotor ventricular
numa direcéo atrial. Observamos que a regulacdo atrial seletiva mediada pelo cNRE cruza a
barreira de espécies, salientando a importancia deste novo elemento na regulacdo génica

subjacente a especificacdo das camaras cardiacas durante o desenvolvimento embrionario.

Wang e colaboradores (22) postulavam que o elemento VDRE/RARE era responsavel
pela repressdo ventricular do promotor do gene SMyHC Ill, mas o que determinava sua
atividade atrial carecia de elucidacdo (22,45,65). A fim de identificar a sequéncia responsavel
pela ativacdo atrial do promotor do gene SMyHC I1l, nosso grupo realizou uma analise na
sequéncia do promotor em busca de potenciais sitios de ligacdo a receptores nucleares, e
assim identificamos e caracterizamos o elemento complexo de receptores nucleares (CNRE)
que, ao ser validado experimentalmente, nos permitiu propor uma expansao do motivo rico
em purinas no sentido 3’ do modelo previamente proposto por Wang et al composto por 17
nucleotideos (22,45,65) para um novo elemento de 32 pb organizado em héxades A, B e C

como sequéncia responsavel pela atividade atrial do promotor, o cNRE (Fig. 2).

O zebrafish é um modelo amplamente utilizado em biologia do desenvolvimento, dado
o facil acesso a um grande nimero de embriGes para inje¢do, rapido desenvolvimento quando
comparado ao modelo de camundongo, além da transparéncia do embrido, que favorece a
utilizacdo de técnicas de imagem (66). Valendo-nos dessas vantagens, adotamos este modelo
para caracterizar funcionalmente o cNRE. Verificamos que o cNRE é necessario para dirigir a

expressao de GFP no atrio (Fig. 4), além de ser suficiente para alterar o padrdo de atividade de
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um promotor ventricular especifico (vmhc) na direcdo atrial (Fig. 5) (43), evidenciando sua
versatilidade e corroborando a hipéGtese de que este elemento regulatério é chave para a

especificidade atrial da ativacdo do promotor de SMyHC lIl.

Ensaios biofisicos realizados por nosso grupo demonstraram gque o cNRE apresenta
uma organizacdo em héxades (A,B e C) (Fig. 2). Em face dessas observacdes e da
importancia do cNRE evidenciada nos ensaios de transgenia, buscou-se identificar quais
regides no cNRE eram criticas a sua atividade. Para esta finalidade, foram realizadas
mutacdes pontuais na sequéncia do cNRE (Tol2-SMyHC 111: GFP) e a expressao transiente de
GFP em embrides de zebrafish foi analisada (67—71). Ao mutarmos as sequéncias das héxades
A (Mut A), B (Mut B) ou GATA (Fig. 6), observamos diminuicdo da expressao atrial de GFP
e aumento da expressao em ambas as camaras. Este resultado sugere que a informagéo contida
nas héxades A, B € necessaria a ativacao atrial mediada pelo cNRE que, quando mutada, leva
a perda de um potencial ativador atrial e de um repressor ventricular. A mutacdo na regido
espacadora das héxades A e B (Mut Bsp) gerou um aumento no numero de individuos
expressando GFP no ventriculo, possivelmente, devido a perda de um repressor ventricular,
assim como observado nos mutantes Mut C e Mut C3 (Fig. 6). J& o mutante Mut C2
apresentou aumento da expressdo de GFP em ambas as camaras cardiacas, porém sem
alteracdo no padrao de expressdo individual de GFP no atrio e no ventriculo, ou seja, houve a

perda de um elemento que permitia diferenciar a expressdo de GFP entre ambas as camaras
(Fig. 6).

Interessantemente, na mutagdo B2 (Mut B2), que consiste na transversdo dos dois
ultimos nucleotideos da héxade B, houve eliminacdo total da expressdo cardiaca de GFP no
coracdo (atrio e ventriculo), embora tenha sido observada a expressdo de GFP em outros
tecidos (musculatura esquelética e vesicula dptica), ou seja, apesar da mutacdo o plasmideo
ainda era funcional (Fig. 7). Este achado nos da indicios de que houve a perda de um
estimulador cardiaco (ativador atrial e repressor ventricular) importante para a atividade do

promotor.

No passado, nosso grupo utilizou a mesma estratégia de mutagdo nas héxades do
cNRE (Mut A, B e C) para avaliar o padréo de expressédo da fosfatase alcalina humana (HAP)
em camundongos. A mutacdo na héxade B resultou na expressdo de HAP tanto no atrio
quanto no ventriculo sugerindo que houve a perda de um potencial repressor ventricular

presente no cNRE, de forma similar ao aqui observado com zebrafish. Ja a mutacdo na héxade
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C (Mut C) induziu completa eliminacdo da expressdao de HAP, sugerindo a perda de um
ativador atrial relevante a atividade do promotor, similar ao observado com o Mut B2 em
zebrafish. Porém, as mutacdes realizadas na héxade A (Mut A) e héxade Bsp (Mut Bsp) nédo
alteraram o padréo de expressdo de HAP, ou seja, continuaram sendo seletivamente atriais
(dados ndo apresentados). Portanto, a partir dos experimentos de transgenia realizados tanto
em zebrafish quanto em camundongo podemos concluir que ambos os modelos compartilham
as propriedades da héxade B, um importante repressor da atividade ventricular, assim como
observado na héxade C. Entretanto, a caracteristica dual apresentada pela héxade A, ativador
atrial e repressor ventricular é exclusiva de zebrafish. De modo geral, podemos afirmar que o
cNRE, independente do modelo animal utilizado, trata-se de um elemento regulatério com

potencial para ativador atrial e repressor ventricular.

Utilizando camundongo como modelo experimental foi observado que, assim como
nos embriGes de codorna, a atividade do promotor é atrio-especifica (11,45), fato este que
difere dos embrides de zebrafish que também expressam GFP dirigido pelo promotor do gene
SMyHC 11l no sistema nervoso central e musculatura esquelética, por exemplo (dado nédo
apresentado). Tal inespecificidade em teledsteo é compreensivel, pois se trata de,
aproximadamente, 200 milhdes de anos de diferenca na linha evolutiva entre codorna e
zebrafish. Zebrafish passou por uma duplicacdo do genoma, permitindo que pudesse ocorrer a
divisdo das funcdes dos genes em paralogos levando a uma neo-funcionalizagdo ou inativacao
dos mesmos, fato este que reflete diretamente na plasticidade da atividade de regides
regulatérias (72,73). Portanto, era esperado, como consequéncia evolutiva, diferenca no
padrdo de atividade do promotor do gene SMyHC Ill, mas ainda assim este promotor foi
capaz de cruzar a barreira de espécie e recapitular o padrdo de atividade no coracgdo, sendo

preferencialmente atrial no contexto cardiaco.

Apesar do promotor do gene SMyHC 111 ndo ser conservado, este apresenta atividade
semelhante em codorna, camundongo e zebrafish, ou seja, existe uma assinatura, o cNRE, que
¢ comum a esses organismos para que 0 mesmo promotor possa dirigir a expressdao de um
gene reporter seletivamente no atrio. A partir desta hipotese, foram realizadas analises de
sintenia em sequéncias promotoras de zebrafish, camundongo e humano, previamente
descritas e/ou preditas a partir da atividade de histonas (H3K4mel, H3K4me3 e H3K27ac)
(44,52) na regido upstream do gene da isoforma a da miosina de cadeia pesada 6 (MyH®6).
Nesta analise, observamos a presenca das héxades (A, B e C) nos diferentes promotores,

embora ndo se apresentem na mesma disposicdo (héxades A, B e C, respectivamente)
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encontrada no promotor de do gene SMyHC Il em codorna. A compreensédo do papel da
assinatura no cNRE nestas sequéncias ird depender de experimentos de delecdo para avaliar se
hd mudancas no padrdo de atividade dirigido por essas regides promotoras, preditas, a

principio, como sendo ativas no coracgéo (Fig. 30A-E).

O conjunto desses dados nos permite propor que o cNRE, por meio de suas héxades
carrega informacdes que lhe conferem ambas as atividades: de ativador atrial e de repressor
ventricular. Adicionalmente, os dados sugerem que o cNRE tem potencial para ser
classificado como uma sequéncia universal capaz de regular a expressédo génica de modo

atrial seletivo em diferentes organismos modelos.
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Figura 30: Analise de sintenia buscando pela assinatura das héxades que compdem o
cNRE em sequéncias promotoras de codorna, camundongo, zebrafish e humano.

(A) Representagdo grafica das assinaturas de cada uma das héxades (cddigo de cores) encontradas na
diferentes sequéncias promotoras utilizadas. (B-E) Descricdo de cada uma das posi¢fes, bem como
sua caracteristica quanto a orientagdo, posi¢ao e sequéncia em cada um dos genomas utilizados (5°-
3%).
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5.2COUPTF-IlI e AR interagem sinergicamente para regular a atividade do
promotor SMyHC 111 de modo dependente do cNRE

Os dados obtidos no desenvolvimento deste projeto e o conhecimento adquiridos pelo
laboratorio sobre o promotor do gene SMyHC Il ao longo dos anos confirmaram a
importancia do cNRE (necessario e suficiente) como elemento regulatorio para que a
atividade do promotor fosse dirigida seletivamente no atrio, porém ainda ndo estava claro o
mecanismo pelo qual tal caracteristica se dava. Assim, com o objetivo de elucidar os
mecanismos envolvidos na especificidade atrial dirigida pelo promotor utilizamos o receptor
nuclear COUPTF-II como estratégia para decifrar quais os fatores de transcricao necessarios,
ja que COUPTF-II, além de ser expresso de modo atrio-especifico (Fig. 8) também foi

descrito como sendo essencial para a determinagéo da identidade atrial (31,58,74).

Demonstramos por ChIP-PCR que COUPTF-II interage com o promotor do gene
SMyHC 111 na regido que contém o cNRE (Fig. 9A). Os ensaios de transativacédo celular com
as diferentes construcdes do promotor (SMyHC 11, SMyHC 11l AcNRE e 5xcNRE) ao longo
de concentracdes crescentes de COUPTF-II deixaram evidente 0 seu comportamento
repressor (Fig. 9B-D). No entanto, na concentracdo de 100 ng de COUPTF-II, quando co-
transfectado com a versdo mutada do promotor (SMyHC Il AcNRE), houve ativagdo na
atividade do promotor (Fig. 9C), talvez por interagir com outro potencial sitio de ligacdo ao
longo da sequéncia do promotor, embora um sitio fraco, ja que apenas em baixa concentracdo
houve a resposta de ativacdo. Como estratégia para validar essa resposta foi utilizado a versao
dominante negativo de COUPTF-II1 (COUPTF-II TV2), experimento este que deixou claro o
papel repressor de COUPTF-1I endégeno (HEK293T) (Fig. 11B-D), ou seja, o DNA
transfectado promoveu, de fato, a ativacdo do promotor. Também foram transfectadas
concentracdes crescentes de COUPTF-I1I fusionado a proteina viral VP-16 (COUPTF-II VP-
16) que possui poder de ativacdo independente do gene em questdo, com SMyHC Ill pGL3 e
SMyHC 111 AcNRE pGL3 (Fig. 10). E como esperado, COUPTF-II VP-16 foi capaz de ativar
0 promotor nativo em todas as concentragdes utilizadas (Fig. 10A), fato ndo observado com a
versdo mutada do promotor deixando evidente, mais uma vez, a necessidade da sequéncia do
cNRE (Fig. 10B). O conjunto destes resultados contrasta com a literatura, pois apesar de
COUPTF-II ser um gene-chave (necessario e suficiente) para a determinacdo da identidade
atrial/ ventricular por regular a expressdo de genes diferencialmente expressos entre essas

duas camaras cardiacas, regulando positivamente a expressao dos genes atrais e suprimindo 0s
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ventriculares, como Tbx5, Hey2, Irx4 e Mic2v, 0 mesmo reprimiu a atividade do promotor do
gene SMyHC Il1, provavelmente por competir com outros elementos responsivos (31,59). Tal
fato nos direcionou a buscar por possiveis correguladores que, em conjunto com COUPTF-II
promovessem a atividade do promotor atrial foco deste trabalho e, por este motivo, testamos
diferentes receptores nucleares que fazem parte da grande familia de receptores nucleares
(75-77). No entanto, nenhum dos genes testados foi capaz, de modo dependente do cNRE,

ativar o promotor do gene SMyHC Il1 (Fig. 12-18).

Diante deste cenario foi realizado a analise por espectrometria de massas (dado néo
apresentado) para identificar potenciais candidatos para regular a atividade do promotor do
gene SMyHC 111 em cooperacdo com COUPTF-I1, o que resultou na identificacdo do Receptor
de Andrégeno (AR) e do Receptor de Glicocorticoide (GR) (57-59). Até o presente momento,
a interacdo entre COUP-TFII e AR s havia sido reportada na literatura como repressora no
contexto de céancer de préstata, ndo havendo nenhuma evidéncia de sua importancia no
desenvolvimento cardiaco. E importante ressaltar que AR é expresso no coracdo de
camundongo e pode ser detectado a partir de 10.5 dias p6s-coito (dpc) até 16 dias pos-natal,
fase caracterizada pela morfogénese e maturacdo do 6rgdo (62). Experimentos in vitro de
knockdown de AR ou o uso de compostos anti-androgénicos evidenciaram inibicdo da
cardiogénese, aléem de animais nocaute apresentarem reducdo na razdo tamanho corpéreo e
massa do corac¢do, funcdo ventricular comprometida, alteracdo eletrofisioldgica atrial devido a
desregulacdo na sinalizacéo de célcio e desenvolvimento de anormalidades cardiacas, ou seja,
AR é um potencial candidato para regular a atividade do promotor do gene SMyHC IlI,
positivamente, em conjunto com COUPTF-II (62,78). Ja a interacdo entre COUPTF-1l e GR
foi descrita como sendo importante para o metabolismo intermediario de glicocorticoides no
processamento da glicose, do colesterol, e no catabolismo de compostos quimicos, mas sem
nenhum indicio de sua participa¢do na determinacdo da identidade atrial apesar de diversos
estudos (in vivo e in vitro) sugerirem que a sinalizacdo de GR é essencial para o
desenvolvimento e funcdo do coracdo, principalmente quanto a sua estrutura e maturagédo
funcional (58,59,79,80). O nocaute cardiaco-especifico de GR resultou em morte prematura
(média de 7 meses de idade), que estava associada a hipertrofia cardiaca, dilatagdo do
ventriculo esquerdo, disfungdo sistélica ou trombose atrial (3 meses de idade) que podem ter
contribuido de modo isolado ou em conjunto para a falha do 6rgéo (79-81). Todavia, nenhum
estudo focou na importancia de AR ou GR durante o desenvolvimento cardiaco ou na

influéncia de ambos durante a etapa de especificagdo das cdmaras atrais e ventriculares.



95

Assim, utilizando ensaios de transativagdo celular em HEK293T testamos tanto AR
qguanto GR como potenciais candidatos para regular a atividade do promotor do gene SMyHC

I11 em cooperacdo com COUPTF-II.

Primeiramente, co-transfectamos concentracdes crescentes de AR com a versao nativa
(SMyHC 111) e mutada do promotor (SMyHC Il AcNRE) e demonstramos seu potencial
repressor dependente do cNRE até mesmo para reprimir a atividade do promotor, pois s6 em
concentragfes maiores de AR (2 ug) houve ativagdo na auséncia do elemento regulatério por,
possivelmente, interagir com outros potenciais sitios de ligacdo ao longo da sequéncia do
promotor, apesar de fracos (Fig. 23). No entanto, a combinacéo entre AR e COUPTF-I11, num
sinergismo entre dois repressores foi capaz de, na concentracdo de 250 ng de AR e 100 ou
250 ng de COUPTF-II (Fig. 24), ativar o promotor sendo essa cooperacdo dependente do
cNRE, visto que na auséncia deste elemento a atividade do promotor permaneceu em niveis
basais (Fig. 24). Tal sinergismo, demonstrado pela primeira vez neste trabalho pode ser
consequéncia da interacdo proteina-proteina entre COUPTF-1l e AR (Fig.19, 22e 24),
provavelmente facilitada por ambos necessitarem do mesmo dominio de ligagdo ao DNA, o
cNRE (82). A interacdo entre COUPTF-Il e AR € potencializada na presenca do ligante de
AR, testosterona, porém nesta condicdo o cNRE ndo é mais um elemento fundamental (Fig.
25), ou seja, o ligante é capaz de transpor qualquer necessidade desta sequéncia pela ativacdo
ou aumento na expressdo de fatores de transcricdo como Mespl/2, Gata4, Mef2c e Nkx2.5

importantes para o desenvolvimento cardiaco

Também foi investigado o efeito de GR (GRa e GRp) sob o promotor (SMyHC lll e
SMyHC Il AcNRE), e ambos sdo capazes de ativar o promotor de modo dependente do cNRE
(Fig. 26 e 27), ja que no experimento de co-transfecgdo com SMyHC 11l AcNRE e GRa ou
GRp ndo houve repressao da atividade do promotor, mas a ativacdo sé foi observada na
concentracédo de 2 pg de DNA (Fig. 26 e 27). Na presenca da dexametasona, ligante de GRa,
a ativacdo € intensificada quando comparado com o controle na mesma condicdo de modo
independente do cNRE, mesmo quando transfectado com GRS que ndo possui o dominio de

ligagéo ao ligante ( do inglés, ligand-binding domain, LBD) (Fig. 26 e 27) (59).

Avaliamos a relacdo entre COUPTF-II ¢ GR (GRa ¢ GRp) sob a atividade do
promotor na sua versdo nativa (SMyHC I11) e mutada (SMyHC 11l AcNRE) (Fig. 28 e 29), e
foi constatado que ha ativacdo do promotor de modo independente do cNRE em todas as

concentragfes de GR utilizadas, e na presenca de dexametasona essa resposta é aumentada,
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embora o efeito seja menor quando comparado ao controle na mesma condic¢do experimental
(Fig. 28 e 29). Tal resposta pode ser justificada pelo fato de GR e COUPTF-II influenciarem
na ativacao transcricional um do outro, pois quando COUPTF-II esta ligado ao promotor
recruta a ligacdo de GR que ira interferir de modo positivo na expressdo génica, fato este que

gera uma relagéo complexa entre esses dois receptores nucleares (59,77,82).

Portanto, este estudo mostra a relagéo entre dois repressores (COUPTF-II e AR) que
interagem sinergicamente para promover a ativagdo do promotor de modo dependente do
cNRE, um elemento regulatério aqui apresentado como necessario e suficiente para que a
atividade do promotor do gene SMyHC 11l seja dirigida de modo seletivo no atrio. Também
foi demonstrado que esta relacdo pode ser intensificada na presenca da testosterona, porém o
cNRE ndo € mais necesséario, possivelmente por permitir o recrutamento de outros
mecanismos moleculares como, por exemplo, aumento na expressao de fatores de transcri¢éo
como Mespl/2, Gata4, Mef2c e Nkx2.5 (78). Assim, COUPTF-Il e AR sdo receptores
nucleares propostos como pecas fundamentais no mecanismo de regulacdo da atividade atrial

seletiva do promotor do gene SMyHC Il1, sendo essa atividade mediada pelo cNRE.
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A partir dos resultados apresentados neste estudo, conclui-se que:
e A sequéncia do cNRE é necessaria para dirigir a expressao atrial de GFP em zebrafish;

e O cNRE é suficiente para alterar o padrdo de expressao dirigido por um promotor
ventricular (vmhc) para atrial mesmo fora do contexto nativo do promotor do gene
SMyHC IlI;

e COUPTF-II interage com o promotor do gene SMyHC Ill, e portanto, esta apto a
regular a atividade do promotor;

e O Receptor de Andrégeno e COUPTF-II, individualmente, sdo repressores da
atividade do promotor, porém quando co-transfectados interagem sinergicamente para
promover a ativacdo do promotor SMyHC I11. Contudo, para que haja tal atividade o

cNRE se mostra como elemento regulatorio fundamental;

e O cNRE é um elemento dual exercendo funcéo repressora ou ativadora dependente do
cenario celular que lhe apresentado, observacdo esta reforcada com os ensaios de
expressao transiente das mutacdes pontuais na sequéncia das héxades realizadas em

zebrafish;

e O promotor do gene SMyHC 111 é capaz de transpor a barreira de espécies e regular, de
forma analoga, a expressdo atrial tanto em camundongo (dado ndo apresentado)

guanto em peixes teledsteos, embora sua sequéncia ndo seja conservada;

e As andlises de sintenia na regido promotora do gene MyH6 de camundongo, zebrafish
e humano indicaram presenca do cNRE, fato este que nos permiti dizer que genes com
expressao seletiva no atrio podem ter evoluido, de maneira independente e paralela,

para  incorporar a assinatura do cNRE em  seus  promotores.
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