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Resumo

Keusseyan AA. Identificagcdo de genes com potencial de serem alvos
terapéuticos para reparar ou regenerar o tecido cardiaco adulto [dissertacao].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

Doencas cardiovasculares, como o infarto do miocéardio, sdo as principais
causas de morbimortalidade no Brasil e no mundo. Pacientes acometidos por um
infarto apresentam elevada perda de musculatura cardiaca e o coracdo é um
orgdo com baixo poder regenerativo comparado a outros 6rgdos como o figado
e a pele, por exemplo. Deste modo, o desenvolvimento de terapias que auxiliem
pacientes acometidos por doencas desta natureza € um grande desafio. Estudos
recentes demonstraram que neonatos mamiferos (roedores) preservam a
capacidade regenerativa ainda que em uma janela de tempo limitada aos seus
primeiros dias de vida. A capacidade de geracéo de cardiomidcitos na vida pos-
natal abre perspectivas para a exploracdo dos mecanismos envolvidos neste
processo. Neste cenario, o objetivo desta dissertacao foi identificar por meio de
expressao diferencial (DE) genes codificantes de proteinas de membrana como
candidatos a influenciar o desenvolvimento e regeneracao cardiaca de ratos
neonatos submetidos a resseccdo e reparacao/regeneracdo cardiaca. Além
disto, utilizamos dois modelos, o peixe-zebra e a diferenciacdo de células
humanas iPS em cardiomiocitos (hiPSC-CMs), para validacdo dos genes
selecionados. A analise de enriguecimento do RNA-Seq resultou na sele¢édo do
gene Popdc3. O knockdown (KD) de popdc3 em zebrafish resultou em fenétipos
cardiacos importantes que incluem uma elevada taxa de mortalidade ja na fase
larval do desenvolvimento, edemas pericardicos, normalmente presente em
anormalidades cardiacas do zebrafish, e elevacdo da frequéncia cardiaca
associada a presenca de arritmias. O tamanho dos corac¢des de animais KD foi
superior, sendo mais alongados e mais largos, que em animais controle. A fragéo
de encurtamento, de ejecdo, o volume sistolico e débito cardiaco dos animais
mutantes foram maiores em relacdo aos controles. Os fenotipos observados
assemelham-se a um grau da sindrome do ventriculo ndo compactado (SVNC).

Esses dados sugerem que o Popdc3 influencia o desenvolvimento cardiaco e
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pode ter papel na regeneracao do orgao. Alem disto, a expressao de POPDC3
em se modifica em células-tronco humanas de pluripoténcia induzida (hiPSC-
CMs) ao longo da diferenciacdo cardiaca. Em conjunto nossos dados sugerem
que POPDC3 é um gene importante no processo de diferenciacdo cardiaca e
devido a sua localizagdo na membrana celular podera ser util em estratégias

para enriguecimento e isolamento de células em diferenciacéo cardiaca.

Descritores: coracdo; regeneracdo; ratos; neonatos; peixe-zebra;
cardiomidcitos; frequéncia cardiaca.
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Abstract

Keusseyan AA. Candidate gene screening to identify novel targets
associated to cardiac differentiation [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Cardiovascular diseases, such as myocardial infarction, are the main
cause of morbidity/mortality in Brazil and worldwide. Following a myocardial
infarction, there is significant losses of muscle mass and the organ displays low
regenerative capacity compared with liver or skin. Thus, the development of
therapies to assist these patients is a great challenge. Recent evidence suggests
that the neonate heart from rodents presents some regenerative capacity within
a limited time window on the first days of life. The ability to generate
cardiomyocytes in postnatal life raises the possibility to reveal the underlying
mechanisms of this process to be explored for future therapeutics. Thus, the
objective of this work is to identify plasma membrane coding genes differently
expressed during cardiac regeneration of neonatal rats associated with ventricle
resection. We then used the zebrafish model and cardiac differentiation of human
iPS cells for validation of the selected genes. The RNA sequencing enrichment
analysis resulted in the selection of a single gene, Popdc3. Knockdown (KD) of
popdc3 in zebrafish resulted in important cardiac phenotypes including a high
mortality rate in the larval stage of development, pericardial edema, which is
associated with cardiac abnormalities in the zebrafish, an increase in heart rate
and presence of arrhythmia. KD hearts were bigger than control hearts, being
more elongated and wider. The shortening fraction, ejection fraction, systolic
volume and cardiac output from mutant animals were higher than observed in
controls. The cardiac phenotypes resemble a degree of non- ventricle
compactation (NVC). These data suggest that Popdc3 influences the cardiac
differentiation and may play a role in regeneration. In addition, the expression
pattern of POPDC3 in cardiomyocytes derived from induced pluripotency stem

cells (hiPSC-CMs) increased during the differentiation protocol, suggesting that
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the expression of this gene correlates with the process of cardiac differentiation.
Together, our data suggest that POPDC3 is an important gene in the process of
cardiac differentiation and it may be used to label cardiac cells undergoing

differentiation since it is expressed in the cellular membrane.

Descriptors: heart; regeneration; rats; neonates; zebrafish;
cardiomyocytes; heart rate.
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1. Introducdo

As doencas cardiovasculares sao as principais causas de morte
(correspondendo a 30% dos Obitos) [1], sendo assim, terapias alternativas de
tratamento dos pacientes [2] ou alternativas de suporte para transplante [3] se
fazem necessérias para diminuir a mortalidade observada. O infarto do miocéardio é
responsavel por 7 milhdes de o6bitos [4], fazendo parte das doencas isquémicas do
coracdo que causam maior mortalidade no mundo. Nessa patologia, ocorre
obstrucéo de vasos coronarios que nutrem o tecido cardiaco, gerando uma resposta
inflamatoria no local para iniciar o reparo tecidual. Nesse microambiente, o0s
fibroblastos residentes multiplicam-se e sofrem alteragbes fenotipicas,
transformando-se em miofibroblastos secretores de matriz extracelular [5]. Tal
processo gera a formacao de tecido cicatricial no local, com deposicédo de fibras
colagenas, pouco flexiveis, e que prejudicam a fungéo cardiaca, levando a ébito por
insuficiéncia cardiaca. Apesar do desenvolvimento de terapias para reversdo da
oclusdo (angioplastia, revascularizagdo ou terapia medicamentosa) [6],[7], a
regeneracdo do tecido muscular residente e que foi substituido por fibrose
(reparacdo cardiaca), a qual € mandatéria para que ndo haja remodelamento

ventricular danoso, ainda € uma grande desafio [8].

Devido ao aumento da complexidade dos animais ao longo da arvore
filogenética dos cordados [9], a possibilidade de regeneracdo completa diminuiu e
entdo o reparo se torna mais preponderante. A complexidade do animal pode ser
vista através da complexidade do sistema circulatério que surgiu nos tunicados
(primeiros animais com sistema fechado) e evoluiu, para um coracdo com duas
camaras nos peixes, chegando a ter quatro camaras nos mamiferos), no aumento
da disponibilidade de oxigénio e na habilidade de regular a temperatura corporea.
Estudos sugerem que o potencial regenerativo cardiaco se correlaciona com um

estado de baixo metabolismo, a incapacidade de regular a temperatura corporal,
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baixa presséo cardiaca, hipoxia, estrutura de cardiomiocitos imaturos e um sistema

imunoldgico imaturo [10].

Alguns animais sdo capazes de regenerar 0 coragdo mesmo na vida adulta.
Nos peixes, como o zebrafish (paulistinha, peixe-zebra) a regeneragcéo ocorre
independentemente da idade do animal[11l]. Nesse caso, através de estudos de
Fate-mapping (mapeamento da origem/destino celular), descobriu-se que as células
epicardicas assumem camadas adjacentes, sendo capazes de repovoar
completamente a regido perdida apos ablacdo do tecido cardiaco [12]. J& no caso
de anfibios como as salamandras, 0s quais sdo mais evoluidos que peixes, a
regeneracao também ocorre de forma semelhante, e nesse caso a resposta imune
imediata (macrofagos) medeiam a ativacédo dos fibroblastos, impedindo a fibrose e
possibilitando um ambiente extracelular propicio para a proliferacdo de

cardiomidcitos pré-existentes [13].

Na ultima década, uma série de novos estudos tém demonstrado que a
regeneracdo em mamiferos (murinos) € possivel, e aparentemente ocorre atraves
da acédo de fibroblastos que sofrem transdiferenciagcdo em cardiomiécitos, através
de fatores de reprogramacao. O fendmeno é regulado pela inervacao adrenérgica
(endotelina-1 e fator de crescimento de nervos) [14]. Camundongos e peixes
paulistinha com sistema simpéatico inibido tem regeneracdo simpato-dependente
inibida e perdem a capacidade de regenerar apos ablacdo do apice cardiaco [15].
Diversos fatores parecem ser importantes na resposta regenerativa, como 0
predominio de respiracdo aerébica em animais de 1 dia de vida [16], e resposta
imune diferenciada, com predominio de macréfagos (resposta imune inata) [17],
[18]. Curiosamente, essa capacidade parece se perder com a passagem dos dias
pos-nascimento, sendo restrita a poucos dias de vida em roedores (1-3 dias).
Animais com sete dias de idade ja ndo sao capazes de restaurar o apice cardiaco

pos-ressecc¢ao, formando um tecido cicatricial[19], [20].

Recentemente, desenvolvemos em nosso laboratdrio o primeiro modelo de

regeneracao cardiaca em ratos através da resseccdo do apice cardiaco destes
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animais quando recém-nascidos. Amostras destes animais e respectivos controles
foram analisadas por RNASeq para identificar assinaturas moleculares relacionadas
ao processo de reparacdo e regeneracaoo nos animais onde a leséo foi realizada
com 1 dia de vida vs. Animais com 7 dias de vida que se comportam de maneira
semelhante a animais adultos [20]. Estes dados s&o comparaveis a dados da
literatura produzidos utilizando como modelo o camundongo [21], [22]. O uso de
camundongos como modelo para estudar a regeneracdo é a vantagem de ter
ferramentas de edi¢do génica (knockouts), com maior facilidade que nos ratos [23],
assim podendo investigar a causalidade de algum gene nesse processo
regenerativo. A vantagem de observar esse fenbmeno em ratos se dé pelo acimulo

de evidéncias fisioldgicas e fisiopatoldgicos na literatura[24], [23].

Neste estudo, animais ressectados 1 dia apds seu nascimento (denominados
daqui em diante de “R1”) foram capazes de regenerar o apice, com pouca formacgao
de tecido fibroso no local. Ja animais ressectados 7 dias apds o nascimento (“R7”)
perdem essa capacidade, e, portanto, observou-se macica deposicdo de colageno
e hipoperfusédo tecidual no apice cardiaco, como comumente é observado em
coracdes de individuos adultos que passam por processo de reparo cardiaco pos
eventos isquémicos [25]. Na vida adulta (8-9 semanas de vida), testes funcionais
em condi¢des de sobrecarga denotam que 0s animais que sofrearam a resseccao
apical ao 1D se assemelham ao grupo controle (animais sadios), enquanto que 0s

animais ressectados em 7D apresentaram sinais funcionais tipicos de insuficiéncia.

Ainda que nao esteja completamente elucidado, acredita-se que nesse
modelo de regeneracdo do apice cardiaco, as células responsaveis pela
reconstrucdo da musculatura perdida sejam os proprios cardiomiécitos (que sofrem
reentrada no ciclo celular) e, alternativamente ou adicionalmente, haveria a
participacdo das CPCs-células precursoras cardiacas (células residentes no

coracao que sao capazes de se diferenciarem em cardiomiocitos).

A selecdo de marcadores de membrana para identificacdo de células

capazes de regenerar o miocardio se faz Gtil pois existe interesse em identificar e
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segregar tais células para terapia celular no coragdo adulto infartado. Através de
segregacao por FACS (do inglés fluorescent activated cell sorting), seria possivel
marcar as células com anticorpos fluorescentes e separar aquelas com potencial
regenerativo. Spater, Al-Magtari e Valente (et.al.) ja realizaram procedimentos
semelhantes em precursores cardiogénicos derivados de hiPSCs (células-tronco de
pluripoténcia induzida). Nesses estudos, as populacdes purificadas a partir de
marcadores de membrana (Hcn 4 [26], c-kit [27] e Sca-1 [28]) promoveram melhora
funcional cardiaca no infarto do miocéardio. Entretanto, apenas um curto periodo da
diferenciacao foi utilizado como fonte de tais precursores, dificultando a obtencao
de tais células tal potencial. Esse trabalho de Mestrado visa estabelecer uma
plataforma de filtros para selecdo de genes candidatos a serem marcadores de
membrana de precursores cardiacos com potencial regenerativo a fim de ampliar o

painel de marcadores para possivel utilizacao futura em terapia celular.

Neste trabalho propusemos utilizar o modelo de ressecc¢aoo ventricular do
neonato e uma analise exploratoria do RNASeq para selecionar genes
diferentemente expressos nos animais onde se observa a regeneracdo e
especialmente para transcritos expressos na membrana das células para que
possam servir de marcacao para enriguecimento e selecéo de células especificas
para estudos de diferenciacdo cardiaca e/ou desenvolvimento de estratégias
terapéuticas com transplante celular. O segundo aspecto € que utilizamos dois
métodos de validacdo dos genes candidatos selecionados, o modelo do zebrafish,
que permite testar a hipétese sobre a importdncia do gene candidato na
diferenciacdo cardiaco no contexto e complexidade de um organismo vivo e em
células humanas iPSCs durante a diferenciagcdo cardiaca. A utilizacdo desta
abordagem integrada permitiu selecionar e caracterizar um gene expresso na
superficie celular e que influencia a diferenciacao cardiaca no zebrafish e apresenta

expressao nas ceélulas-tronco humanas (hiPSCs) durante a diferenciacéo cardiaca.
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2. Objetivo

Identificar a partir de um modelo animal de regeneracao/reparo cardiaco
genes diferencialmente expressos na membrana plasmatica de células do tecido
cardiaco com potencial para modular a diferenciacdo cardiaca e que sejam

candidatos para novas interven¢des no processo de regeneracao cardiaca.

Obijetivos especificos

1. Selecionar, com base nos dados de RNASeq obtidos a partir de um modelo
de regeneracdo cardiaca em ratos, genes codificantes para proteinas de
membrana, superexpressos em animais ressectados com 1 dia (R1-
regeneracao) versus animais ressectados com 7 dias de vida (R7 — reparo);

2. Validar a expressédo dos genes obtidos no item 1, por real-time PCR (QPCR);

3. Testar a hipétese de que o knockdown dos genes candidatos influenciem
no desenvolvimento morfofuncional do coracao de peixes peixe-zebra (Danio
rerio):

4. Avaliar se a expressdo dos genes candidatos se modifica durante a
diferenciacdo de células-tronco humanas de pluripoténcia induzida hiPSCs

em cardiomiécitos (hiPSC-CMs);
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3. Métodos

3.1 Ratos neonatos

Nesse trabalho foram utilizados ratos neonatos que sofreram resseccéo do
apice cardiaco. A execucédo dos experimentos foi feita apds a aprovacdo do Comité
de Etica de Uso de animais (CEUA), sob SDC 4260/15/087 (Anexo A) e intitulado
anteriormente "O Papel dos Genes da Familia Popeye na Regeneracao
Cardiaca” seguindo todas as orientacdes praticas para realizacao de pesquisas em
laboratorio [29], incluindo anestesia aos animais, analgesia pos-operatéria, e

descarte de carcacas de acordo com as regras da prefeitura de Sao Paulo.

3.2. Procedimentos de resseccao cardiaca

Os ratos neonatos sofreram resseccao de acordo com o procedimento
anteriormente padronizado no laboratério [20] . A resseccao foi realizada com 1 dia
de vida (Grupo “R1”) ou 7 dias de vida (Grupo “R7”). Em resumo, os animais
ressectados tiveram seu coracao exposto por toracotomia anterolateral e remocéo
de 15% da area do ventriculo esquerdo utilizando uma tesoura de iris. O grupo falso-
operado (SHAM) sofreu o procedimento de toracotomia anterolateral, mas sem a
remocao de tecido cardiaco (receberam a nomenclatura referente ao procedimento
“S” e 0 dia em que ocorreu o procedimento, sendo animais “S1” para aqueles

operados com 1 dia de vida e “S7” para os operados com sete dias de vida).

No primeiro dia apés a manipulacédo (SHAM ou ressectado), os animais foram
decapitados e seu coracdo removido da cavidade toracica. Na sequéncia, foi
coletada a regidao do apice cardiaco dos cora¢cbes (30% dos ventriculos), com o
auxilio de uma tesoura esterilizada com alcool 70%, e o material foi armazenado a
-80°C para posterior das proteinas ou para extragdo do RNA. Os animais coletados
no primeiro dia apos o procedimento foram nomeados de “S1D1”, “S7D1”, “R1D1”
ou “R7D1”. O material também foi coletado no quinto dia apds o procedimento
cirurgico, perfazendo os grupos “R1D5”, “R1D5”, “S1D5” e “S7D%”. O procedimento

cirdrgico e as coletas (amostras para gPCR) estéo ilustrados na Figura 1.
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A) RESSECCAO

(Porrello, 2014)

Procedimento

RIDS -y~ < R7

Figura 1: Procedimentos de cirurgia e coleta em animais ressectados e SHAM ao longo do tempo. (a)
Demonstragdo da area de corte no rato neonato. (b) Incisédo cutaneatoracicadorsal. (c) Corte do 4° espaco intercostal.
(d) Procedimento que ocorre nos animais ressectados. Nos animais falso-operados (SHAM) ndo ha remocgéo do apice
do coragao. Os animais sofrem coleta do tecido cardiaco apés 1 ou 5 dias do procedimento cirtrgico, seja SHAM ou
ressectado, conforme painel abaixo. Figura adaptada do paper de Porrello (a,b,c e d) sobre o procedimento de
ablacéo da porcéo apical do coracdo. PAINEL A: grupo dos ratos que sofreram resseccédo do apice cardiaco no 1°e
7° dias de vida (R1 e R7, respectivamente), coletados 1, 3 e 5 dias ap6s a resseccéo, respetivamente R_D1, R_D3 e
R_D5. PAINEL B: grupo dos ratos que foram falsamente operados nos 1° e 7° dias de vida (S1 e S7, respectivamente),
coletados 1, 3 e 5dias apds aresseccao, respetivamente S_D1,S D3 e S_D5.

3.3 Sequenciamento de RNA para estudo de express3do diferencial (RNASeq)

Em 2014, nosso grupo realizou um estudo piloto de RNASeq, utilizando o

modelo de resseccdo do apice cardiaco em ratos, com o objetivo de buscar
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marcadores de superficie de células envolvidas no processo de reconstrucédo da
musculatura cardiaca perdida (Processos FAPESP: 13/26440-7 e 13/26246-6.
Amostras de animais ressectados com 1 dia de vida apos 5 dias do procedimento
(R1D5; n=3) foram comparadas as de animais ressectados com sete dias de vida
apos 5 dias do procedimento (R7D5; n=3), e com animais ndo-manipulados com
nove dias de vida (representa a idade média entre os dois grupos anteriores). Foram
selecionados genes diferentemente expressos (DE) entre os animais R1D e R7D

gue codificassem proteinas de membrana plasmatica (Figura 2).

Espaco
extracelular

Desconhecidos Nucleo

Outros

Figura 2: Anélise exploratéria do RNASeq. Os genes foram selecionados a partir da sua superexpressao
em animais capazes de regenerar (R1) em relagdo ao que ndo sao capazes (R7) e da sua predicdo de expresséo na
membrana plasmatica segundo a base de dados GeneCards

Diversos genes diferencialmente expressos (DE) foram encontrados na
comparacao R1D5 vs R7D5, no entanto, houve interesse em identificar aqueles que
fossem comuns também a comparacédo R1D5 vs 9D (ratos ndo manipulados). Como
o grupo 9D representa a idade média entre os animais R1D5 (6 dias de vida) e R7D5
(12 dias de vida), assumimos que fosse um bom grupo para remover genes
diferencialmente expressos por conta das idades de R1D5 e R7D5 serem distintas.
Assim, obtivemos genes DE e que tivessem expressao predita na membrana celular

(segundo o software Ingenuity ™).

Uma série de filtros foram adicionados essa lista, de forma que fosse
escolhido para estudo apenas o gene que fosse especifico no contexto cardiaco

(segundo a base de dados do GeneCards), que tivesse expressao diferencial entre

31



animais SHAM (falso-operados) de mesma idade. Além disso, selecionamos o gene
cuja expressao segue um padréo temporal de expressédo decrescente. Com base
nesses filtros de selecdo encontramos que o Unico gene que atende a todos esses

critérios é o Popdc3.

Para o experimento de RNASeq foram coletadas amostras de coragéo de
ratos neonatos que sofreram resseccdo cardiaca com 1 e 7 dias de vida,
denominados de R1 e R7. Tais amostras foram coletadas 5 dias apds a cirurgia,
portanto com 6 dias de vida (R1D5) e com 12 dias de vida (R7D5). Com a finalidade
de comparacdo, foram coletadas amostras de coracdo de rato neonatos nao

manipulado com 9 dias de vida.

No segundo RNASeq, as amostras de RNA foram sequenciadas por método
de “High throughput” no laboratério dirigido pela Profa. Dra. Sueli Marie no
“Laboratério de Sequenciamento de Larga Escala” da Faculdade de Medicina da
USP. A preparacdo de bibliotecas e da técnica de sequenciamento de Ultima
geracdo - RNA-Seq (também conhecido como WTSS - do inglés “Whole

transcriptoma Shotgun Sequencing”) foram realizadas em grande escala.

Para isso, 0 RNA total foi extraido a partir da por¢cdo apical dos coracdes
ressectados usando o reagente Trizol de acordo com as instrugdes do fabricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA). O RNA foi purificado utilizando RNeasy MiniKit (Qiagen,
Alemanha). A qualidade do RNA foi verificada no Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). As amostras com RIN maior do que 9,5 e A260 / 280 superior a 1,8
foram consideradas boas para a preparacao da Biblioteca com o kit Ribo-Zero Gold
(lumina). O método escolhido para a obtencdo de mRNA foi a deplecdo do rRNA,
usando Stranded Kit Preparacdo RNA total da amostra com Ribo-Zero Gold
(Nlumina, San Diego, EUA). Bibliotecas foram quantificadas individualmente por
meio da PCR em tempo real (qQPCR) e sequenciadas em equipamentos HiSeq2500

de acordo com as instru¢des do fabricante (par-end reads, 2x100 ciclos). Diferente
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do primeiro experimento de RNASeq (realizado no Laboratério de Multiusuarios
Centralizado —Piracicaba- Prof. Dr. Coutinho), nesse caso utilizamos o RNA total
(com remocédo do ribossébmico apenas), e nhdo como anteriormente (capturando

apenas 0 mRNA).

A analise do RNASeq foi terceirizada e utilizou ferramentas da bioinformatica.
Os reads “paired-end”, ou seja, fragmentos com ambas pontas sequenciadas, foram
filtradas usando um PerlScript que removeu todas as leituras com uma qualidade
de score médio de 26. Os “reads” foram mapeados com o software Bowtie2
v2.1.0,[30] usando o genoma do rato (Rattus norvegicus RN5, NCBI) e o biodbnet
banco de dados[31] A andlise da expresséo diferencial foi realizada com pacote
DESEq v1.12.1 [32] utilizando o software "R" [33]. Os valores baseMean foram
obtidos, e correspondem ao nivel de expressao médio de cada transcrito (indicados

em TPM, Transcripts Per Kilobase Million).

3.4 Andlise dos dados do RNASEq

Dados de RNA-Seq foram normalizados por meio da transformacgéo
logaritmica e quantificacdo da expresséo génica foram feitos pelo software DESeq2,
no portal de R-Bioconductor, utilizando os parametros por defeito do pipeline [34].
As anotacOes para cada gene foram realizadas pela software Biomart [35](R-
Bioconductor) (Durinck, Spellman, Birney, & Huber, 2009). Nessa etapa, objetivou-
se encontrar genes de membrana com expressdo génica substancialmente
diferente nos animais capazes de regenerar (R1D1 ou R1D5) em comparacdo aos

outros grupos.

As diferencas de expressdo de cada gene foram expressas pelo Fold-
Change e as diferencas estatisticas consideradas foram para p-valor escolhido
como menor do que 0,05 e fold-change (FC) maior que 1,3 ou menor que -1.3. Os
critérios de selecao foram: 1) Categorizacdo como gene codificante de proteina de
membrana , segundo a localizac&o da expressao (ferramenta de enriqguecimento de

vias- Ingenuity; 2) Apresentar valor de fold-change R1D5 versus R7D5 >1.3 e p-
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valor<0.05 e fold-change R1D5 versus 9D >1.3 e p-valor<0.05; 3) Apresentar
expressdo maior em cardiomidécitos (A), né atrioventricular (B) e coracdo (C) em
relacdo a outros tipos celulares e tecidos (D) (célula endotelial, cérebro, mondcito,
células mieldides, linfécitos, adipdcitos,), ou ter expressdo semelhante em (A), (B),
(C) e (D), segundo o banco de dados de expressdo GeneCards; 4) Apresentar
produto com banda Unica nas amostras de neonatos quando realizado RT-PCR e
ter expressao menor nos controles adultos (pulméo, cérebro, figado, baco e tecido
adiposo, em relacéo ao coracdo e amostras de coracdes de neonatos); 5)Validar a
expressdo observada por RT-PCR de modo quantitativo (QPCR). A Figura 3
demonstra o esquema de filtros realizado para encontrar um gene candidato a

estudo mais aprofundado.

A ideia de selecionar genes codificantes para proteinas de membrana
aumentaria as chances do emprego do gene candidato como alvo para enriquecer

a populacéo de células capazes de ativar o processo regenerativo por FACS.
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Genes selecionados

Figura 3: Desenho esquematico representando a analise de expresséao diferencial nos animais que sofreram
resseccao. (A) Processo de obtencdo do RNA das amostras de tecido cardiaco de neonatos para sequenciamento.
(B) Representacdo esquematica dos filtros utilziados para determinagéo dos genes de interesse na regeneragéo foi
feita com base nos dados do RNASeq de animais ressectados e posterior analise dos dados pela ferramenta de
enriquecimento (Ingenuity). Houve interesse em selecionar genes que fossem diferencialmente expressos na
comparagdo R1D5 vs R7D5, que fossem codificantes para proteinas de membrana plasmatica e que estivessem
especificidade cardiaca em detrimento de outros tecidos (maior expressdo no né atrioventricular, coragdo e
cardiomidcitos, em relagdo a células endoteliais, adipécitos, células mieldides, mondcitos, linfécitos e cérebro)
através da base de dados do GeneCards. Na sequéncia, a expressdo destes genes foi validada por RT-PCR,
confirmando estarem expressos no R1D5 em relacdo a outros tecidos de ratos. Por qPCR foi quantificada tal
diferenca de expressdao, inclusive a existente entre R1D5 e R7D5, sendo maior no primeiro grupo. Analises
posteriores visaram avaliar e excluir possiveis diferenca de expresséo génica devido aidade dos animais. N&o foram
considerados genes diferencialmente expressos entre R1 e R7, caso ndo houvesse diferenga de expressdao em
relacdo ao grupo SHAM (falso-operado).
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3.5 RT-PCR e gPCR para confirmacao dos dados do RNASeq

O cDNA foi sintetizado a partir de 4 pg foram de RNA total por transcriptase

reversa SuperScript Ill (ThermoFischer, Massachusetts, EUA), de acordo com as

indicacdes do fabricante. O Real-time PCR ( reacdo em cadeia da polimerase ) foi

executado considerando os primers abaixo:

Tabela 1: Sequéncia de primers para amplificacdo de genes diferencialmente expressos no RNASeq de
ratos neonatos

Gene Foward Reverse Ampl;)c)on (P
Popde| caaTTGeccTeaGeTCCGAA |CTCCAGGACACGTATCGA| o)
3 CAG
ACCACATCCTCTATAGGCTCTTIAAGGTTGGAGGGTGGTTG
cdhrl 223
GAA T
Gja5 |AGAGCCTGAAGAAGCCAACTC ACCGTAGA%GCTTGTGG 135
Sfrpl | CGAGTTGAAATCGGAGGCCA CGGCGCCAATATACTTTAGGA 188
Slc16a AGTGACTACTCGTACACCGCT AACAGCCAAAGAGGACGG|
3 A C
S'C§6a ATGTCCCAGACATGAGCCAG ACAATGGC;ETGAGCTTG 166
Ror2 | ACAGACACGGGCTACTACCA GATCCCTC(G;STAAGGTTG 159
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GPri2| seteeTateTeTeeTTaeeTe | CCCATCCACAGCATEETA o))
3 GAA

Serine|  AAAATGCAACCCTCACCTGC | TCCTCTGTCTGCATCAAG o)
2 cTG

Ntsr2 | GGACAGAAGCACGAAGTGGA GGAGTAGA(;(T;GCCATCAG 192

Hend | GCAACCTGGGGTCAACAAA AGGGGGTGSTGTTCTCAT 218

Para o PCR semi-quantitativo, foi utilizado o seguinte protocolo: Agua DEPC
pl; Primer foward pl; Primer ul; cDNA 1,00ul. O protocolo de ciclagem utilizado foi:
95°C por 3 min; 95°C por 1min; 60°C por 1min; 72°C por 1 min; 72°C por 5 min;
repetindo-se 32 ciclos de amplificacdo. Os géis de agarose 2% foram corridos por
1 hora a 100V, e a quantificacdo das bandas foi feita por meio do programa ImageJ

(Fijilmage®).

Para a reacdo quantitativa , 0,32 uL dos primers foward e reverso foram
incubados com 12.5ng de cDNA em um volume de SYBRGreen de 10uL . O
protocolo foi realizado utilizando o QuantStudio 12 K Flex ( ThermoFischer |,
Massachusetts , EUA ) em que o abertura do DNA ocorre durante 5 minutos a 95°C
; 0 anelamento dos primers ao template ocorre durante 15 segundos a 95°C e
extensdo do produto ocorre durante 1 minuto sob 60°C . Este processo foi repetido
durante quarenta ciclos de amplificacao.
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3.6 Avaliacdo da proteina POP3
3.6.1 Microscopia confocal

Células que compbe o tecido cardiaco (0 que mimetizam os tipos celulares
existentes no coracao foram utilizadas para as marcacdes de imunofluorescéncia.
Os fibroblastos cardiacos de ratos de 1 dia de vida foram extraidos e plaqueados,
bem como os cardiomidcitos derivados da mesma extragdo. Como controle positivo
para as marcacoes realizadas com anticorpo anti-BVES utilizamos células HUVEC.
Como controle positivo para as marcacoes realizadas com anticorpo anti-POPDC3
utilizamos as células com superexpressdo de POPDC3 (HEK-293t- clone E2).
Todas células foram fixadas com PFA4% por 15 minutos e seguiram o protocolo de
marcacdo de POPDC3 com os anticorpos POPDC3 e POPDC1 (Lifespan).

O anti-Pop3 (®) na diluicdo de 1:125 em BSA 5% foi incubado overnight a 4°
C. O anticorpo secundario utilizado foi Alexa555 Donkey anti-goat (A-21432
Molecular Probes©) na concentracdo de 0,005 pg/ul ou 1:400. Além disso, foi feita
uma marcagdo com DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) D1306
(Life Technologies®©) 1.10° pg/pl ou 1:100. As laminas foram montadas utilizando-

se 0 meio de montagem comercial F4680-Fluoromount (Sigma®).

A leitura das marcacdes foi realizada em um microscopio confocal (LSM 510
Meta - Carl Zeiss) e a quantificagcdo da fluorescéncia foi feita por meio do programa
ImageJ (Fijilmage®).

3.6.2 Microscopia de fluorescéncia

As células 293t foram plaqueadas numa confluéncia de 4,71 células /cm 2 em
laminas de cultura de 8 pogos cobertas com gelatina 0,1%. Nesse experimento
objetivamos verificar se a marcacdo do anticorpo anti-POPDC3 (Santa Cruz ou
Lifespan) era especifica para as células com superexpressao, e ndo marcacao das

células em que o POPDCS3 foi inibido (Informac¢des sobre plasmideos constam no
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APENDICE A). Inicialmente verificamos o nivel de expressdo de POPDC3 nas
células “que nao receberam o plasmideo” (controles) quando incubadas com os
anticorpos primarios e 0s anticorpos secundarios, e na reacao controle desta
(“células 293t que nao receberam o plasmideo” incubada somente com anticorpo
secundario). As células 293t que foram transfectadas pelo plasmideo para
superexpressdao de POPDC3 séao vermelhas, e, portanto, o anticorpo secundario
utilizado foi o Alexa 488 (verde). Portanto, para estas células houve incubacdo com
0 anticorpo primario anti —-POPDC3 da Santa Cruz ou da Lifespan e o anticorpo
secundéario Alexa 488. Também foi feito uma marcagcdo controle usando estas

células e somente o anticorpo secundario.

As células 293t que foram transfectadas pelo plasmideo para inibicdo de
POPDC3 séo verdes, e, portanto, o anticorpo secundario utilizado foi o Alexa 555
(vermelho). Estas células foram incubadas com o anticorpo primario anti —-POPDC3
da Santa Cruz ou da Lifespan e o secundéario Alexa555. Também foi feito uma

marcacao controle usando estas células e somente o0 anticorpo secundario.

As células foram previamente fixadas com para formaldeido 4% antes de
iniciar as marcacdes. A seguir foram lavadas por duas vezes com PBS +/+,
bloqueadas com solugéo de BSA 3% em PBST (PBS + Tween 20%) por 10 minutos
a temperatura ambiente. O anticorpo primario utilizado foi o Santa Cruz (2ug/mL)
ou Lifespan, na mesma concentracdo, preparados em BSA 1%. Ambos foram
incubados por lhora a temperatura ambiente. Os anticorpos secundarios foram
incubados por 1 hora a temperatura ambiente a concentracéo de 1:300 (conforme
as recomendacdes do fabricante- Alexa 488 e Alexa 555). A leitura das laminas foi
feita no microscopio de fluorescéncia (Nikon 2000) e as fotos foram capturadas pela

camera Motic.

3.6.3 Western Blotting

As amostras proteicas foram extraidas utilizando-se de um tampédo que
contém HEPES ou RIPA. Utilizou-se Triton XD-100 1% como detergente fraco.
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A amostras sofreram corrida eletroforética (30mA por cerca de 2,5 horas) em
gel de acrilamida 12% em tampé&o de amostra contendo DTT (dithiothreitol- Life
Technologies R0861) e posteriormente utilizando beta-mercaptoetanol. O marcador
utilizado para verificacdo do peso molecular foi o Kaleidoscope (#161-0375
BioRad®). O gel foi transferido para uma membrana PVDF (Trans-Blot Turbo
BioRad®) a 12V 2,5A por 1 hora. A membrana foi bloqueada com BSA 5% (bovine
serum albumin- A7906 Sigma- Aldrich©) por uma hora a temperatura ambiente. Foi
feita a marcacédo para Pop3 (anti- Pop3 sc-168993- SantaCruz Biotechnology®)
1:500 ou 0,01ug/pl e Rabbit anti-goat (AP106P- Merck®) a 0,5x10-2 pg/ul. Também
foram utilizados os anticorpos anti-Pop3- LS- Lifespan LS-C145698, ProteinTech
11800-1-AP e abcam (ab76388 e ab156426) e Gapdh (abcam ab-22555). Todos esses
anticorpos foram incubados overnight a 4°C. Os respectivos anticorpos secundarios
conjugados a HRP (do inglés, “horse seradish peroxidase” foram empregados na
concentracdo de 1:2000. A revelacédo das imagens foi feita pelo emprego de ECL
(método quimioluminescente). As imagens foram obtidas no equipamento
ImageQuanti LAS 4000 mini (GE©). A quantificacdo das bandas foi feita por meio

do programa ImageJ (Fijilmage®).
Os resultados de Western Blotting constam no Apéndice II.

3.6.4. Citometria de fluxo

Foram utilizados quatro métodos de marcacao para citometria em um clone
(nomeado de C2) transfectado com o plasmideo para superexpressao de POPDC3.
Os métodos diferem em relacdo aos reagentes das etapas de fixacdo e
permeabilizacdo. Trés dos quatro protocolos ja séo estabelecidos: 1) Método 1
(protocolo de marcacgédo de proteinas intracelulares- R & D); 2) Método 2 (protocolo
de marcacgédo de proteinas intracelulares- abcam — formol); 4) Método 4 (protocolo
de marcacgéo de utilizado na técnica de Imunofluorescéncia- vide item 2.6.2). O
método 3 € empregado em nosso laboratdrio para marcacdo de proteinas
intracelulares. Nesse protocolo a fixagdo € feita com PFA1% a temperatura

ambiente por 5 minutos. A seguir as amostras foram permeabilizadas com metanol
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90% a 4° C por 10 minutos. Ap6s 2 lavagens com PBS, as amostras foram
incubadas com o anticorpo primario em BSA 1% a 4° C por 35 minutos. Apds duas
lavagens com uma solucdo de triton 0,1% em BSA 1%, as amostras foram
incubadas com o anticorpo secundario em triton 0,1% em BSA 1% a 4° C por 30
minutos. O anticorpo secundario foi lavado por trés vezes com uma solugéo de triton
0,1% em BSA 1% e o sobrenadante foi ressuspendido em BSA 1% até a leitura (que
foi feita imediatamente o processo de marcacgao). Para o procedimento, as células
foram dissociadas utilizando tripsina e foram separadas 2. 10° células para cada
condigdo, exceto para o método 3 em que foram utilizadas 3.10° células. Para todos
0s métodos o secundario utilizado foi goat anti-rabbit Alexa 488, cuja fluorescéncia
€ emitida no comprimento do verde (que corresponde a leitura do FL-1) no

citbmetro.
Os resultados constam no Apéndice Il.

3.6.5 Espectrometria de massas

Foi realizada uma analise da especificidade de reconhecimento do anticorpo
da Santa Cruz (sc-16898) utilizado nos experimentos de Western Blotting. Foi
utiizado o equipamento nanoLC-MS/MS - LTQ Orbitrap Velos situado na
Universidade de Séo Paulo (USP), no CEFAP. Foram encaminhas cinco amostras
para analise, obtidas a partir de um gel de poliacrilamida 15%, em que foram
selecionadas bandas de peso molecular aparente mediante revelacdo com o
anticorpo anti-POP3 (Santa Cruz sc-16898) sendo que 4 amostras sao proveniente
do musculo esquelético de rato: 1) Bandas com aproximadamente 25kDa; 2)
Bandas com aproximadamente 37kDa; 3) Bandas com aproximadamente 50kDa e
4) Bandas entre 37 e 59kDa. Além dessas bandas, foi enviada uma banda com
50kDa presente em tecido cardiaco de rato neonato (ressectado com 1 dia de vida),

que corresponde a amostra 5.

Os resultados constam no Apéndice Il.
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3.7. Experimentos em peixes

Peixe-zebra WT (Peixe-zebra International Resource Center, Eugene, OR)
adultos machos e fémeas (<18 meses de idades) foram mantidos e acasalados sob
condi¢cbes padréo de temperatura, pH e luminosidade (14 h claro/10 h escuro) em
aquarios individuais em estantes da Tecniplast (Varese, ltaly) usando agua de
sistema (60 pg/ml Instant Ocean sea salts). Sua criacdo foi feita em aquarios
disponiveis no biotério do Instituto Butantan (CeTICS) e todos experimentos foram
realizados no mesmo local, com a colaboracdo da Dra. Carla Lima e seus alunos

de mestrado e doutorado (Adolfo Luis Maleski e Maria Alice Galvao).

Os embribes fertilizados foram mantidos em meio embrionéario E2 0,5x (7,5
mM KH2PO4, 2,5 mM NazHPO4, 15 mM NacCl, 0,5 mM KCI, 1 mM MgSO4+7H20, 1
mM CaClz2+2H20, 0,7 mM NaHCOs3) contendo ou ndo 0,2 mM de N-feniltioureia
(PTU; Sigma Chemical Co.). Os experimentos foram realizados conforme as leis da
Comisséo Brasileira de Experimento Animal (COBEA). Pares de peixes adultos
foram usados para gerar embrides de 0 horas (hours post fertilization - hpf). Os ovos
nao fertilizados ou irregulares foram visualizados no esteriomicroscopio Leica
M205C e separados dos com desenvolvimento normal. Os embrides fertilizados
foram transferidos para placas de petri plasticas (funda: 100 x 25 mm) e foram seu
estagio embrionério foi determinado com base na classificacdo de Kimmel[36] . A

eutanasia foi obtida pela imersao em tricaina a 4% diluida em meio E2 0,5x.

3.7.1.Manipulacdo genética

Os peixes foram injetados com morfolinos (moléculas semelhantes a DNA,
com modificacbes nas riboses, que permitem a ligacdo ao RNA mensageiro
impedindo a sua tradugao/maturacéo). Os morfolinos foram desenhados de forma
a serem capazes de bloquear a traducdo do mRNA, e ndo a de forma a modificar o
splicing, conforme outro estudo publicado anteriormente. Além disso, um grupo
injetado com um morfolino capaz de alterar o splicing de bves (também conhecido

como POPDC1), foi utilizado como controle positivo. Esse grupo havia demonstrado
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alteracdo cardiaca, uma vez que possuem knockdown descrito com fenétipo de

atraso na repolarizagao ventricular [37].
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Tabela 2: Sequéncias de morfolinos para knockdown de bves (popdcl) e popdc3 em peixe-zebra

_ o ) Grupos
Nome do morfolino Sequéncia do morfolino _ _
experimentais

. Controle
Morfolino bves GATGTTGTGTTGGACATTCTGAGGC N
positivo
Morfolino
GTATATGTGAACGAATGCTGC MO-A
popdc3- a
Morfolino
GTTAATAATCGCCCTGTGTAT MO-B
popdc3- b

A necessidade de dois morfolinos desenhados para o alvo de mRNA de
popdc3 se faz pela compreensao da especificidade do morfolino em relagao ao alvo
escolhido, neste caso, o0 mMRNA do popdc3. Para isso, foram desenhadas
sequéncias sem sobreposicdo ao mRNA do popdc3. Caso o fenétipo observado
nos dois grupos seja igual, entdo pode-se concluir que as sequencias de morfolinos
ndo possuem outro alvo. Também, pode-se combinar o morfolino popdc3- a com
morfolino popdc3-b a fim de investigar sinergismo (amplificacdo dos sinais
fenotipicos) [38]. Os morfolinos foram desenhados com auxilio do corpo técnico da

empresa Gene-Tools e foram adquiridos da mesma empresa.

Realizou-se a deplecdo temporaria do gene bves e popdc3 em embrides de
1 célula (one-cell stage embryo) utilizando sequéncias especificas antisense de

oligonucleotideos morpholino (morfolino - MOs, GeneTools, 1000 nmol) diluidas nas
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concentracfes de 1.25, 2.5 e 5 mg/mL (MO-bves) e de acordo com os resultados
obtidos, a dose de 5 mg/mL foi escolhida para os demais morfolinos diluidos em
tampéo Danieau 1x (58 mM NacCl, 0.7 mM KCI, 0.4 mM MgS04, 0.6 mM Ca(NO3)2,
5.0 mM HEPES; pH 7.6). Como controle, foi usado o FITC (EZ-label FITC protein
labeling kit Pierce, Rockford, IL) a 25 pg/mL. Os animais foram avaliados
diariamente por microscopia no esteriomicroscopio Leica M205C quanto aos
possiveis defeitos de desenvolvimento induzidos pela intervencdo genética,

sobrevivéncia e principalmente defeitos cardiacos.

3.7.2 InjecBes dos morfolinos

Embriées com 0 hpf (0 horas pés fertilizacdo) de apenas 1 célula (one-cell
stage embryo) foram alinhados em sulcos presentes na agarose endurecida,
contida em placa de petri e foram injetados, no citoplasma, com microagulha
acoplada ao micromanipulador Injectman® 4 Pneumatic PicoPump microinjector
(Eppendorf) pressurizado em volume de 2 ou 3 nanolitros (pressao de injecédo de
4,19 psi); tempo de injecdo: 0,20 segundos (s) e pressdo de compensacéao de 0,40
psi). Apés a injecdo, os animais foram mantidos em estufa INCU-Line VWR em meio
E2 0,5x a 28°C durante trés dias.

3.7.3 Aquisicdo dos fendtipos

A cada 24 hpf, os animais foram anestesiados com tricaina 0,4% (etil-
3aminobenzoato, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) para serem fotografados com
o esteriomicroscopio Leica M205C (softwares LAS V4.11) e avaliados quanto a
defeitos no desenvolvimento (edema de vitelo, malformacé&o do olho, cauda, coluna,
coracao, pigmentacao e morte). Cada animal foi avaliado individualmente quanto as
modificacdes morfoldgicas e a frequéncia cardiaca foi contabilizada e gravada
durante 15 s. Apos cada avaliacdo, os animais retornaram ao meio E2 0,5x, para
recuperagcdo anestésica e no terceiro mortos com tricaina 4%. Todas os dados

foram plotados no programa Prisma 6 (Graph Pad Software, v6.02, 2013)
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Foram contabilizadas as taxas de embrides vivos e mortos por tratamento,
para determinacdo da viabilidade dos animais com popdc3 inibido. A taxa de
viabilidade foi obtida através da observacdo ao microscopio do numero de embrides
vivos naquele grupo. Também foi considerada a taxa de eclosdo em cada grupo, a
fim de estabelecer se os tratamentos sdo incompativeis com a evolucdo do peixe,

do estagio de embrido para o larval [39].

A porcentagem de larvas com edema pericardico foi quantificada em cada

grupo atraves de verificacdo ao microscopio optico.

O tamanho dos coragdes foi medido considerando a largura dos atrios e dos
ventriculos durante a sistole e diastole (Figura 4). Esses parametros foram
mensurados em todos os grupos a fim de evidenciar potenciais alteracbes na
morfologia que implicardo em alteracdes funcionais. As medidas ventriculares foram
utilizadas para o célculo da fracdo de encurtamento (FS), dada pela seguinte

formula:

Fo— Cd—Cs
d

Onde Cd representa o comprimento ventricular na diastole e Cs representa
o comprimento ventricular na sistole. O volume sistolico (Vs) foi estimado pelo

método do cubo, sendo expresso pela seguinte equacao:
Vs =Cd3® —Cs3

Também foi calculada a fracdo de ejecao (FE), que € determinada pela seguinte

expressao:

Vs

FE = —
cd?

A partir do volume sistolico e da frequéncia cardiaca individual (F), também foi
possivel calcular o débito cardiaco (DC), através da seguinte equacao:
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DC=VsxF

Systole - Diastole

Figura 4: Exemplos de imagens para quantificagdo da fungdo cardiaca (tamanho das
camaras cardiacas). !

3.7.3.1. Processamento de videos de embrides e larvas

Os videos foram gravados em microscépio Optico em aumento de 100X,
utilizando-se de uma camera Nikon, e salvos em formato .avi. O software utilizando
para calcular a frequéncia de batimento foi desenvolvido por William Scaff (aluno de
doutorado da USP-POLI). A frequéncia de batimento é calculada como o niumero
de vezes por minuto em que um conjunto de pixels (blocos realiza um trajeto ciclico.
Para cada video, cerca de 300 blocos séo selecionados na imagem e a frequéncia
de batimento deles foi plotada de forma individual. Somente os videos pelo menos
7 picos de batimento consecutivos detectaveis foram considerados no calculo da
frequéncia de batimento. O valor médio dos blocos (n<300) foi considerado como
frequéncia de batimento do video correspondente. Para computo da arritmia, o

desvio padrdo (DP) em os picos foi considerado como medida. Sendo o desvio

1 A diastole ventricular maxima (VD) e a sistole ventricular (VS) sdo mostradas, com a largura representada
como uma linha pontilhada branca e o comprimento como uma linha tracejada preta ou cinza.O atrio estd marcado
em A e o ventriculo esta detalhado em V, sua raio maior (rl) e raio menor (rs) estédo representados na figura.). Figura
adaptada de 40. Folkesson, M., et al., Differences in cardiovascular toxicities associated with cigarette smoking
and snuff use revealed using novel zebrafish models. Biol Open, 2016. 5(7): p. 970-8.
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padrao relativo (razéo entre o DP e a frequéncia), considerada como uma medida
de arritmia [41] .
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3.8 Cultivo celular
3.8.5. Cultivo celular de fibroblastos cardiacos de ratos neonatos

Animais neonatos com 1 dia de vida foram eutanasiados para extragao de
fibroblastos cardiacos e de cardiomiécitos. O protocolo estabelecido no laboratério
requer digestdes do tecido com enzimas (colagenase e pancreatina). A inativacao
da digestdo ocorre por meio do soro fetal bovino contido no meio de cultura. O
protocolo j& foi publicado, [42] e consegue ndo sO obter os fibroblastos (que se
aderem primeiro a superficie das placas de cultura), mas também os cardiomiécitos
(que nao estdo aderidos apos 45 minutos de plagueamento). Os fibroblastos obtidos
foram utilizados para marcacao de imunofluorescéncia com anticorpos anti-Popdc3

e anti-Bves.

3.8.6. Cultivo celular de cardiomidcitos de ratos neonatos

No mesmo procedimento de extracdo de fibroblastos cardiacos, foi possivel
obter cardiomiocitos de ratos neonatos de 1 dia de vida. O sobrenadante obtido do
plagueamento inicial da extracao de células cardiacas, € rico em cardiomidcitos e
pobre em fibroblastos. Este, € entdo plaqueado em placas previamente preparadas
com laminina (coating). A condi¢édo de cultivo desses cardiomiocitos normalmente
leva em conta adi¢cdo de BrdU (analogo da timidina, e intercalante do DNA), que
impede a progressao do ciclo celular, assim os fibroblastos remanescentes- e que
possuem taxa proliferativa maior que os cardiomidcitos- deixam de proliferar. Os
cardiomidécitos obtidos foram utilizados para marcacdo de imunofluorescéncia com

anticorpos anti-Popdc3 e anti-Bves.
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3.8.7. Cultivo celular de células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVEC)

As HUVECs utilizadas para os experimentos de imunofluorescéncia foram
gentilmente cedidas pela aluna de doutorado (Thais Girdo). O meio de cultivo das
células foi o EBM-2 suplementado com suplementos da Lonza. Por serem células
presentes em vaso sanguineo, foram consideradas para o experimento de
imunofluorescéncia com anticorpos anti-Popdc3 e anti-Bves, uma vez que a
obtencao de células de vasos sanguineos de ratos neonatos ndo esté padronizada

em nosso laboratério, até o0 momento.

3.8.8. Cultivo celular 293t

O cultivo de células de origem humana, como a 293t se deu devido a
necessidade de testar a eficacia da superexpressao e inibicdo de POPDC3 gerada
por plasmideos adquiridos (por Western Blotting, citometria de fluxo e
imunofluorescéncia). (Vide item Plasmideos utilizados- Apéndice A). As células 293t
foram transfectadas pelo emprego do reagente Lipofectamine 3000, seguindo as

indicacdes do fabricante.

Estas células foram cultivadas na sua forma aderida, bem como em
suspensdao. Para o cultivo das 293t aderidas foi utilizado meio DMEM High com 10%
BCS (Hyclone). J& em suspensdo, estas células sofrerdo adaptacdo (retirada
gradativa do soro- de 10% BCS para 0% BCS) e introdugéo de meio para cultivo
CDM4 sem soro (Invitrogen). Originalmente, esse meio sem soro € utilizado para
cultivo em suspenséo de células CHO (células de ovéario de hamster chinés). O
processo de adaptacao seguiu da seguinte forma:
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Tabela 3: Diminui¢ao gradativa do soro no cultivo das células 293t em suspensao

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia6 Dia7

Soro 10% 5% 25% 125% 1% 0%

No dia 9 do processo de adaptacao, foi realizada citometria para
avaliar o nivel de expressdo dos marcadores dTomato (referente ao plasmideo de

superexpressao) e EGFP (referente ao plasmideo de inibi¢ao).

3.8.9. Diferenciacdo de hiPSCs em cardiomidcitos

A andlise da expressdo do gene selecionado a partir do experimento de
RNASeq foi observada também durante a diferenciacdo de hiPSC em
cardiomidcitos, através de avaliacdo de metadados (previamente publicados e
disponiveis no Gene Expression Omnibus — GEO, NCBI) e em amostras

cardiomidcitos em diferentes estagios de diferenciacdo derivadas de células-tronco.

3.7.9.1 Andlise do padrdo de expressGo de genes da familia Popeye durante a

diferenciacéo de hiPSC em cardiomidcitos — Metadados

Os dados de expressao génica gerados a partir da publicacéo de Barbiarz et.
al 2012 (48800 Microarray probes - Illumina) [43] e da publicacdo de Funakoshi et.
al. 2016 (Microarray-Agilent) [44] foram acessados e analisados atraveés dos scripts

confeccionados no software MatLab 2018b.
3.7.9.2 Diferenciagdo de hiPSCs em cardiomidcitos- in vitro

O protocolo de diferenciacdo de hiPSCs em cardiomiocitos in vitro foi

realizado conforme resumo esquematico apresentado na Figura 5. Este protocolo é
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capaz de gerar cardiomiocitos com capacidade contratil detectavel a partir do 7-9°

dia apoés o inicio da diferenciacao.

el
| | | | | | | | |
0 D1 D2 D4 D5 D6 D7 D9 D10 D12 D14

Meios de ‘ mTesR1 +£8 A RB- RB+ l cDM3 l CDMS3 + Lactato ,
cultura

Figura 5: Representagcédo temporal do curso da diferenciagdo de hiPSC em cardiomidcitos. O processo é
dividido em dias negativos (aqui representados em azul, como sendo ainda hiPSC até o dia 0). Apds o dia 0 ja ha
direcionamento cardiaco das células. As trocas de meio estdo representadas pelas setas e 0s reagentes necessarios
para cada etapa estao listados acima da linha do tempo.

O protocolo € uma variacao do protocolo utilizado pelo grupo do pesquisador

Sean Palecek, e leva em consideracédo ativacao e inibicdo da via da Wnt.

As hiPSC foram cultivadas utilizando mTeSR em placas revestidas
utilizando 150 pg/mL de Geltrex . O inicio da diferenciagédo se da quando ~90% de
confluéncia for atingida (cerca de 3 dois dias ap6s o dia de plagueamento). No dia
0, as células foram lavadas suavemente com RPMI duas vezes e foi adicionado
RPMI suplementado com B27 (B27 Minus Insulin (50x), Gibco /Life Technologies)
sem insulina (RB-) contendo 9uM CHIR (InSolution ™ GSK-3 Inhibitor XVI,
CHIR99021 - CAS 252917-06-9 - Calbiochem). No dia 1, 20-22 horas apds o inicio
da diferenciacdo, metade do meio de cultura foi removido e o volume total foi
completado usando RB - com 20ng/mL de BMP4 (BMP-4, CF, R & D Systems) e
9uM CHIR. No dia 2, as células foram lavadas utilizando RPMI e foi adicionado RB-
com 2,5uM de KY (KY 02111, Cayman Chemical Company) e 2,5uM de XAV (XAV
939, Cayman Chemical Company). No dia 4, o meio foi substituido por RB + Insulina
(RB +) (usando Suplemento B27 (50x), (Gibco) contendo 2,5uM de KY e 2,5uM de
XAV. Nos dias 5 e 6 as células sdo mantidas em RB+ (com trocas de meio diarias).
A partir do dia 7 até ao dia 10 utilizou-se meio RPMI contendo 213ug/mL de Vitamina

C (&cido L-Ascérbico, Sigma-Aldrich) e 500ug /mL de albumina de soro bovino

52



(BSA, Sigma-Aldrich) (CDM3). Do dia 10 ao dia 20 utilizou-se CDM5- CDM3 +
(suplemento antioxidante (1000x) Sigma-Aldrich) + aminoacidos nao essenciais
(Gibco) foi usado+ 1% P/S (penicilina e estreptavidina) - no meio de cultura. A partir

do dia 21, o meio foi trocado a cada dois dias.

No presente estudo foi realizada a analise da expressdo (QPCR) do POPDC1
(BVES), POPDC2 e POPDC3 em hiPSCs avaliando os dias 0, 1, 3, 7 e 28 do

processo de diferenciacdo em cardiomiécitos.

Estudos preliminares de superexpressao e knockdown do gene POPDC3
foram realizados em hiPSCs. Estes dados preliminares da diferenciacdo das
hiPSCs modificadas para knockdown de POPDC3 encontram-se descritos

detalhadamente no APENDICE A dessa dissertaco.

3.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos por média + erro padrdo da média (EPM).
Andlises de variancia de uma ou duas vias (ANOVA) com testes pos-hoc do tipo
Dunnet/Bonferroni, ou testes t de Student ndo pareados foram utilizados para
comparar grupos ou tratamentos quando apropriado. Todas as andlises foram feitas
utilizando o Software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Softwares Inc., CA, USA).
Dados com p-valor<0,05, ou seja, com intervalo de confianga de pelo menos 95%,

foram considerados estatisticamente significantes.
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4. Resultados

4.1. Selecao do gene candidato

Inicialmente, 157 genes codificantes para proteina de membrana
apresentavam-se diferentemente expressos na comparacdo R1D5 vs R7D5
(FC>1,3 e p-valor <0,05). Destes, apenas 34 também se apresentavam
diferentemente expressos na comparagao R1D5 vs 9D (animais ndo manipulados
com idade igual a média entre os animais R1D5 -6 dias de vida- e R7D5- 12 dias de

vida) - Figura 6.

Genes DE- membrana plasmatica
R1D5xR7D5 R1D5x9D

97 34 26

Figura 6: Genes DE (diferentemente expressos nas compara¢cfes R1ID5XR7D5 e em R1D5X9D). 34 genes de
membrana sdo comuns a essas duas comparagdes e foram categorizados segundo a base de dados do GeneCards
na sequéncia.

Desses genes, foram selecionados aqueles cuja expressdao fosse
majoritariamente  cardiaca, segundo a base de dados GeneCards
(https:/lwww.genecards.org/). A expressao deveria ser maior em cardiomiocitos (A),
né atrioventricular (B) e coracao (C) em relacdo a outros tipos celulares e tecidos
(D) célula endotelial, cérebro, mondcito, células mieldides, linfécitos, adipdcitos, ou
ter expressao semelhante em (A), (B), (C) e (D).Nessa selecao buscamos os dados
de expressao relativa, de tal forma que as primeiras 3 colunas da Tabela 4 referem-
se aos tipos celulares / tecidos que a expressdo devem ser maior ou igual que as

demais. Somente 0s genes selecionados por tais critérios constam na Tabela 4.
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Tabela 4: Genes diferentemente expressos entre animais R1D5 versus R7D5 e que apresentam critérios de selegdo adequados segundo a base de dados do
GeneCards (valores numéricos representam (100 x FPKM)1/2. Expresséo diferencial relativa a R7D5 esta representada em fold change e a significancia estatistica pelo p-

valor.

SIClE DB Coragdo (s Cérebro s Linfdcitos Adipdcitos | fold change -valor
Gene midcito trlcular ¢ endotellal mieléides P g P-

Cdhrl

Gjas IIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIII

Gprl23
Hcn4d
Ntsr2

Popdc3
Ror2

Serinc2
Sfrpl

Slc16a3

9,2E-11
5,00E-
02
1,30E-
03
6,00E-
04
1,60E-
04
6,00E-
04
2,00E-
04
3,00E-
02
3,4E-11
1,00E-
31
5,00E-
02
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A partir desses 11 candidatos, selecionamos aqueles que apresentaram
banda unica quando amplificados por RT-PCR (Apéndice I). Desses, escolhemos
apenas 0s genes que apresentassem expressao maior em R1D5 vs R7D5, e com
indicio de expressdo relativa maior no coracdo do que em outros
tecidos/6rgaos/células indiferenciadas (Apéndice I). Para 4 genes, foi possivel
validar a expressao observada por RT-PCR de modo quantitativo (QPCR) - Figura
7.
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Figura 7: Expresséo quantitativa (QPCR) de 4 genes candidatos mais interessantes em diversos tecidos
adultos e controles indiferenciados. Amostras: rASC (células-tronco de tecido adiposo de rato); tecido adiposo de
rato adulto; figado de rato adulto; baco de rato adulto; pulmé&o de rato adulto; coragéo de rato adulto; R7D5(coracao
de animais ressectados com 7 dias coletados 5 dias ap6s a operagao); R1D5 (coracao de animais ressectados com
1 dias de vida e coletados 5 dias apds a operagdo). n=3 para amostras de neonatos e n=1 para controles adultos e
indiferenciados.
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Na etapa final de filtragem, objetivamos selecionar dentre os 4 candidatos,
aguele candidato que tivesse diferenca de expressao ndo apenas entre 0s animais
ressectados nos dias 1 e 7, mas também em relagdo aos animais SHAM (falso-
operado), a fim de excluir possiveis interferéncias ontogénicas no processo de
regeneracao. Somente, o gene Popdc3 apresentou tal diferenca de expressao em

relacdo ao animal SHAM -Figura 8.
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Figura 8: Expressdo quantitativa (QPCR) dos genes candidatos no periodo pdés-natal. (A) Grafico de
expressao temporal do gene POPDC3. (B) Grafico de expressao temporal do gene SFPR1. (C) Grafico de expressao
temporal do gene NTSR2.Amostras de animais ressectados com 1 dia de vida e coletados 1, 3 e 5 dias apds a
resseccao foram avaliadas em conjunto com amostras de animais falso operados com 1 dia de vida e coletados 1, 3
e 5 dias ap6s o procedimento (afim de remover o fator daidade, e poder verificar somente as diferengas decorrentes
da regeneracédo). Da mesma forma, amostras de animais ressectados com 7 dias de vida e coletados 1, 3 e 5 dias
apo6s a resseccao foram avaliadas em conjunto com amostras de animais falso operados com 7 dia de vida e
coletados 1, 3 e 5dias ap6s o procedimento (a fim de remover o fator da idade) (ANOVA de 2 vias, com teste pos-hoc
, h=3-6. *indicam p-valor<0,05 considerando um intervalo de confianca de 95%).
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Nesse experimento, foi possivel remover o fator idade (incluindo os falso-
operados), assim somente as diferencas estatisticas que s&o inerentes ao
procedimento foram consideradas. Para os genes Gprl23, Ntsr2, e Sfrpl nao foi
observada diferenca estatistica entre 0os animais ressectados e seus respectivos
SHAM. Para o gene Popdc3 observou-se que ha um fold=1,85; p-valor<0,05
(ResseclD1 versus SHAM1D1) e um padrao decrescente ao longo do periodo
avaliado (fold= R1D1 versus R7D5, com fold=4.15 p<0,05).

Em resumo, o modelo de regeneracao pés-natal permitiu com que diferencas
entre 0s animais capazes de regenerar (R1) e aqueles que ndo conseguem (R7),
fosse explorado de forma ampla. A partir do sequenciamento das amostras de RNA
desses animais, foi possivel acessar a expressado diferencial de genes. Varios
critérios foram empregados de forma a filtrar genes candidato ao estudo (Figura 9),

restando apenas o gene Popdc3 como candidato final do processo de selecéo.

— Memsrana piasma’nca
]

d DE R1D5 vs R7D5 eR1D5 vs9D
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—
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Genes selecionados

Figura 9: Quantidade de genes diferentemente expressos na comparacao R1D5 versus R7D5 que foram
selecionados segundo 6 critérios.
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4.2. Expressao de POP3 em tipos celulares que compde o coragdo

Reacdes de imunofluorescéncia foram padronizadas para identificacdo da
proteina Popdc3 (Resultados constantes no Apéndice Il). Para o anticorpo anti-
Pop3 da empresa Lifespan foi possivel determinar as condicfes de marcacao para
gue o mesmo fosse capaz de reconhecer células transfectadas com plasmideos de
superexpressdo de POPDC3 humano, e ndo fosse capaz de reconhecer as células
transfectadas com plasmideos para inibicdo de POPDC3 humano (detalhes sobre
os plasmideos constam no APENDICE A). Através da imunofluorescéncia, foi
possivel verificar se existe especificidade de expressdo de Popdc3 em
cardiomiécitos em relacdo a outros tipos celulares presentes no coragao
(fibroblastos e células de vaso sanguineo). A expressdo de Popdcl (outro membro
da familia Popeye, também conhecido como Bves, do inglés “blood vessel epicardial
substance”,) também foi avaliada. A fim de mimetizar tais condicbes foram
plagueadas as seguintes células para um experimento de imunofluorescéncia: 1)
Cardiomidcitos de ratos neonatos de 1 dia de vida (CM 1d); 2) Fibroblastos
cardiacos de ratos neonatos de 1 dia de vida (Fibro 1d); 3) HUVEC (do inglés human
umbilical vessel endothelial cells), que seriam um dos tipos celulares presentes no
vaso sanguineo e 4) controle positivo (clone C2 -293t com superexpressado de

POPDC3). Os resultados seguem conforme Figura 10.
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Figura 10: Microscopia confocal de células marcadas em verde (Alexa 488) para POPDC3 (acima) e POPDC1
(abaixo)- A-C. O controle positivo esta a esquerda (corresponde ao clone para superexpressédo de POPDC3- C2). Foi
investigado o padréo de expressédo de POPDC3 e POPDC1 em cardiomidcitos de ratos neonatos de 1 diade vida (CM
1d), fibroblastos cardiacos de ratos neonatos de 1 dia de vida (Fibro 1d) e HUVEC (do inglés human umbilical vessel
endothelial cells). D-Quantificacao da expresséo de BVES (POPDC1) e POPDC3 entre as amostras. Aumento de 200X.

Os niveis de expressdo de POPDC3 e de POPDC1 néo variaram entre 0os
tipos celulares estatisticamente. O n=1 (Figura 10- A), no qual os anticorpos haviam
sido recentemente adquiridos, sugerem que a expressao de BVES e POPDC3 esta
maior nos clones de 293t com superexpressdo de POPDC3 (figuras a esquerda).
Interessantemente, a expressdo de POPDC3 se mostrou mais presente nos
cardiomidécitos neonatais do que nos fibroblastos. No caso do POPDC1 ocorreu o
oposto, ou seja, 0s niveis de expressao sdo maiores nos fibroblastos cardiacos do
que nos cardiomidcitos. Além disso, o padrdo de expressdo de POPDCL1 foi
observado na membrana plasmatica, enquanto para o POPDC3 houve marcac¢ao

na membrana e também no citoplasma.

Devido a presenca do gene POPDC3 estar aumentada nas amostras de ratos
neonatos capazes de regenerar (QPCR-Figura 8) e pela sugestdao de estar
relacionada aos cardiomiécitos (Figura 10-A), houve interesse em testar o fenétipo
cardiaco mediante deplecéo deste gene. Para tanto, peixes (peixe-zebra) selvagens
foram submetidos a obliteragdo (KD) de expressdo de popdc3 e de bves (ou

popdcl- controle positivo) a partir de morfolinos para verificacdo de fenotipos
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cardiacos e parametros globais (mortalidade, presenca de edema pericardico, ma-

formacdes, etc).

4.3. Viabilidade e alteragdes cardiovasculares em peixe-zebra com knockdown
de popdc3 e bves(popdcl)
A taxa de mortalidade dos grupos KD para popdc3 foi aproximadamente 3
a 7 vezes superior ao dos grupos controles. Assim sendo, as larvas com KD para
popdc3 apresentaram maior taxa de mortalidade média (56%) em relacdo ao
controle, porém esse grupo é mais viavel do que o grupo com KD para bves- com
taxa de mortalidade média de 91%. A taxa de mortalidade dos animais que foram
injetados com morfolinos para KD de bves foi 9 vezes maior do que a observada
para 0s grupos controles (animais selvagens e FITC), indicando que menores
quantidades de embrides atingiram o estagio larval (3dpf- 3 dias pos fertilizacao) -
(Figura 11).
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Figura 11: Taxa de mortalidade é elevada com knockdown de bves. Larvas com KD para bves e popdc3
foram categorizadas como mortas ou vivas com 3dpf, mostrando que a taxa de mortalidade de KD de bves e KD
popdc3 (média dos dois tratamentos) sdo respectivamente, 15 e 9 vezes maior em em relagcdo ao controle FITC.
Grupos: WT= wild type (selvagens, sem injecdo); FITC= controle negativo; bves 5mg/mL= KD para bves; popdc3a=
KD para popdc3; popdc3b= KD para popdc3; (Fisher # indica p=0,0004 e * indica<0,00001)
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A presenca de edema pericardico em peixe-zebra indica paralisia ou perda
de movimentos, ou também presenca de anomalia cardiaca [45]. Os animais que
receberam a injecdo de morfolinos para knockdown (KD) de bves e/ou popdc3
apresentaram edema pericardico quando comparados aos animais controle (Figura
12). A taxa de larvas com edema pericardico foi aproximadamente 2 a 5 vezes maior
nos grupos KD popdc3 quando comparado aos controles e taxa de larvas com
edema pericardico foi aproximadamente 10 vezes maior no grupo KD bves quando

comparado aos controles e

100 5 g
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0 Normal

g

&

20

Numero de larvas (%)
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*- p-valor=0,0013
**p-valor<0,00001
***p-valor=0,0032

Figura 12: O edema pericardico é prevalente em larvas com knockdown para bves. Larvas com KD para
bves e popdc3 foram categorizadas como possuidoras de edema ou normais com 3dpf, mostrando que quantidade
de larvas com edema na condi¢ao de KD de bves e KD popdc3 (média dos dois tratamentos) sdo respectivamente,
19 e vezes maior em em relagdo ao controle FITC. Grupos: WT= wild type (sem inje¢do); FITC= controle negativo;
bves 5mg/mL= KD para bves; popdc3a= KD para popdc3; popdc3b= KD para popdc3; (n= 18-120, Fisher * indica p-
valor=0,0013, ** indica p-valor<0,00001 e *** indica p-valor=0,0032).
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No caso da perda de movimentos, a morte dos cardiomiécitos (gerando o
edema) pode levar a queda da frequéncia de contracdo do coracao [46], [45]. A fim
de investigar este fendbmeno, a frequéncia cardiaca dos animais KD de bves e
Popdc3 foi registrada em 2 momentos distintos da vida embrionéria/larval destes

animais (Figura 13).

A frequéncia cardiaca média observada com 24hpi nas larvas controle foi de
60,6 batimentos por minuto (BPM), sendo estatisticamente inferior ao observado no
grupo KD bves, que apresentaram frequéncia cardiaca média de 82,2 BPM. Para
0s grupos com KD para popdc3 (popdc-a e popdc3-b), a frequéncia cardiaca média
foi de 46,1 e 90,6 BPMs, respectivamente, apresentando-se diferentes em relacao
ao grupo controle.

A frequéncia cardiaca observada com 48hpi nas larvas controle foi de 92,1
batimentos por minuto (BPM), ja os grupos KD para popdc3 (popdc-a e popdc3-b),
a frequéncia cardiaca média foi de 98,5 e 91,5 BPM, respectivamente, 0 grupo para
KD de bves apresentou frequéncia cardiaca média de 100,4 BPM.

A frequéncia cardiaca média observada com 72hpi nas larvas controle foi de
97,05 BPM, sendo estatisticamente inferior ao observado nos grupos KD para bves
que apresentou frequéncia cardiaca média de 122,6 BPM. Ja os grupos popdc3-a
e popdc3-b apresentaram frequéncia cardiaca média de 103,9 e 112,5 BMPs,

respectivamente.
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Figura 13: Knockdown de popdc3 parece nédo afetar a frequéncia cardiaca, enquanto KD de bves levou a um aumento
da frequéncia cardiaca. Embrides e larvas com 24, 48 e 72hpi tiveram suas frequéncias de batimento mensuradas,
mostrando que a frequéncia de batimento de KD bves foi em média 26 BPM maior do que WT com 72hpi e 9 BPM com
48hpi. (24hpi n=5-29; 48hpi n= 10- 48 e 72hpi n=5-9) (ANOVA de 1 via ndo pareado - teste pos-hoc Dunnet; * indica
p-valor <0,05).
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A arritmia foi mensurada nos grupos, para todos os momentos observados
(24, 48 e 72hpi), sendo considerada como arritmicos, 0s animais que apresentem
desvio padrao relativo (DPR) superior ao observado nos animais controle (CTRL).
Observamos que com 24h, todos os grupos tém DPR semelhante ao grupo CTRL.
Com 48h, tanto os grupos com KD para bves e para popdc3 apresentam DPR acima
dos animais controles, correspondendo a 1,67 vezes maior em popdc3-a e 2,9
vezes maior em popdc3-b. O grupo KD bves também apresentou DPR superior ao
CTRL em 2 vezes. Com 72h, os grupos KD bves e KD popdc3-a apresentam DPR
semelhante ao grupo CTRL, mas os animais no grupo popdc3-b apresentam DPR

2,7 vezes maior que 0s animais controle.

Tabela 5: Arritmia em embriGes e larvas de peixe-zebra com deplecao temporéria de bves e popdc3. DPR é
0 desvio padrao relativo.

Tempo Medidas CTRL BVES POPA POPB

24h 9% 14% 9% 9%
48h DPR 6% 12% 10% 17%
72h 7% 9% 7% 18%

Os tracados de frequéncia cardiaca de alguns animais de cada grupo estédo
expostos na Figura 14. A quantificacdo dos desvios padrdes relativos sugerem que
em 48 e 72hpf os animais com KD para bves e popdc3 apresentam arritmia em
relacdo ao controle (CTRL), mas em 72 horas p0s fertilizacdo, apenas o grupo KD
para popdc3-b apresentou arritmia, com diferenca estatistica em relacdo ao grupo

controle- Figura 15.
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Figura 14: Deplecdo temporéaria de bves e popdc3 gera arritmia. Tracados de frequéncia cardiaca de

embrides e larvas de peixe-zebra com knockdown de bves e popdc3 (n=10-50, 300 blocos de andlise por animal).
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Figura 15: Anélise da arritmia observada com 24,48 e 72 p6s fertilizagdo de embrides e larvas de peixe-zebra
com KD para bves e popdc3 (n=10, até 300 pontos avaliados por video- ANOVA 1 via, com poés teste de Dunnet, *, **

e *** jndicam p-valor <0,05).

71



4.4. Fendtipos cardiacos de peixe-zebra com knockdown de mRNA da familia Popeye

As medidas das camaras cardiacas foram contabilizadas para os animais
nas condicdes de sistole e diastole (Tabela 6). Podemos verificar que o coracdo
dos animais com KD para bves sdo maiores do que os WT na diastole. Os coracdes
com KD para popdc3 apresentaram ventriculo mais alongado na diastole (Figura
16).

Tabela 6: Knockdown de bves gera aumento global do ventriculo na diastole, enquanto que knockdown de

popdc3 alonga o ventriculo na diastole. Ventriculos de larvas de peixe-zebra foram mensuradas com 3dpf (média
com respectivos desvios padrbes; n=4-10).

Significativo em
relagdo a WT? (nivel

Comprimento Largura ventricular de significancia de
Diastole ventricular médio (um) média (um) 95%)
WT 79,3 +/-11 55+/-7,5 -
comprimento e
bves 122,1 +/-16,6 78,1 +/- 10,3 largura
popdc3-a 102,5 +/-7,2 62,5+/-7,1 nao
popdc3-b 105,7 +/-19,7 65 +/- 16,7 comprimento
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Figura 16: Knockdown de bves gera aumento global do ventriculo, enquanto que knockdown de popdc3
alonga o ventriculo. Box-plot de medidas diastélicas de comprimento (A) e de largura (B) de ventriculos de larvas de
peixe-zebra foram mensuradas com 3dpf (média com respectivos desvios padrées). (n=4-10; ANOVA 1 via, teste pos-
hoc Dunnet *, ** e *** indicam p-valor<0,05, n=4-10).

A fim de investigar possiveis defeitos funcionais nos corag¢des dos peixes, foi
calculada a fracdo de encurtamento, volume sistolico, fracdo de ejecdo débito
cardiaco para 0s animais controle e para 0os animais que apresentaram edema e

que sofreram injecao de morfolinos (Figura 17).
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Os animais pertencentes ao grupo popdc3-a apresentaram a maior fracao
de encurtamento (correspondendo a 29%) observada, sendo estatisticamente
superior a do grupo controle (correspondendo a 11%). As larvas do grupo KD
popdc3-b apresentaram média da fracdo de encurtamento igual a 21%. As larvas
do grupo KD bves apresentaram fracdo de encurtamento médio de 22% (Figura 17-
A).

O volume sistélico (VS) calculado através das medidas ventriculares, foi
observado e verificamos que o grupo KD bves apresenta VS estatisticamente
superior ao grupo controle, apresentando uma média de 0,96. 10°uL3 /batimento
enquanto o grupo controle apresenta VS médio 0,17. 108uL%batimento. J& os
grupos KD popdc3-a e popdc3-b apresentam em média 0,5. 108uL3/batimento e
0,65. 10%uL3batimento, ndo apresentando diferenca estatistica em relacdo ao

controle (Figura 17-B).

Ja no caso da fracdo de ejecao estimada pelas medidas ventriculares, os
grupos injetados com MO- bves e MO-popdc3-b apresentaram maior fragdo de
ejecdo em relacdo ao controle, sendo em média respectivamente (50 e 50,3%)
indicando maior capacidade de ejecédo de sangue do que o controle (28%). O grupo
KD popdc3a apresentou fracdo de ejecdo média de 37%, ndo se diferenciando
estatisticamente dos animais controle (Figura 17-C).

Também foi calculado o débito cardiaco das larvas de peixe-zebra com 3dpf.
Esse parametro foi mais elevado (em 8,71 vezes) nos animais KD para bves, em
relacdo ao controle. Ja no caso dos grupos KD popdc3-a e popdc-b, ndo ha
diferenca estatistica em relacéo ao controle, sendo 1,09 e 1,22 vezes maior que 0

controle, em média. (Figura 17-D).
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Figura 17: Fragdo de encurtamento (A), volume sistolico (B) e fracdo de ejecao (C) e débito cardiaco (D) de
peixe-zebras com 72 hpi.

4.5. AlteracGes morfoldgicas em outros tecidos/orgao em larvas de peixe-zebra com
deplecdao temporaria de bves e popdc3

Defeitos morfologicos também foram constatados em animais injetados com
morfolinos sendo o mais frequente deles a ma formacéo do saco vitelino (Tabela 7).
As imagens sugerem que 0 saco vitelino esta aumentado em 72hpi, pois apresenta
um volume semelhante ao saco vitelino WT (controle) com 48hpi (Figura 18). Isso

sugere que essas larvas estdo com atraso de desenvolvimento, pois devem
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absorver o saco vitelino em até 5 dias pos-fertilizacdo. A partir dai se alimentaréo

de paramécios contidos na dgua dos aquarios.

Tabela 7: Incidéncia de ma formac8es em peixe-zebra de 72hpf.

MO-bves MO-popdc3-b
Ma- WT 5mg/mL MO-popdc3-a 5mg/mL
formagdo/grupos (n=24) (n=10) 5mg/ml (n=22) (n=19) total
Coluna 0/(0%) 0/(0%) 2/(11%) 4/(20%) 6
Se‘;‘:n‘zt;ggz 0/(0%)  6/(55%) 0/(0%) 2/(10%) 8
Cauda 0/(0%) 0/(0%) 0/(0%) 7/(35%) 7
total 0/(0%) 6/ (55%) 2/ (11%) 13 (65%) 21

Figura 18: Microscopia de peixe-zebras em estagio embrionario (48hpf) e larval (72hpf), evidenciando o
edema de saco vitelino observado no grupo MO-bves.

As larvas com maior taxa de ma formacgéo do saco vitelino correspondem as
injetadas com MO KD bves (Figura 19-B-seta vermelha, seguidas pelo grupo MO

KD popdc3b (Figura 19-D-seta vermelha).
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Mé formacdes na coluna (Figura 19- setas azuis) foram observadas quase
que exclusivamente nos animais KD para popdc3, sendo que 11% das larvas
popdc3-a apresentaram defeitos na coluna e 20% das larvas KD popdc3-b tiveram

essa anomalia.

Defeitos na forma da cauda (Figura 19- setas verdes) também foram
observadas, sendo mais frequentes no grupos KD para popdc3. As larvas popdc3-
a e popdc3-b apresentaram respectivamente, 0,4% e 35% de individuos com tal

deformacéo.

A guantificacdo de todas anomalias observadas nos grupos sugere que a
mais prevalente seja a anomalia de saco vitelino, mas prevalente no grupo KD bves,
seguida pela ma formacdo na cauda (onde os animais KD popdc-b sdo os mais
afetados), e por ultimo, a ma formacéo na coluna (onde as taxas de individuos

afetados é semelhante nos grupos popdc3-a e popdc3-b) (Figura 19-E).
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Figura 19: Morfolinos bves, popcd3a and popcd3b causam malformagdes em larvas de peixe-zebra com 3 dpf.
EmbriGes de peixe-zebra com 0 hpf (n= 50) foram (A) ndo injetados, sendo controles; (B) microinjetados com
morfoline (MO) bves 5 mg/mL, (C) MO popcd3a 5 mg/mL e (D) MO popcd3b 5 mg/mL. Larvas com 3 dpf foram
analizadas no estereomicroscopio Leica M205C (Aumento de 65.5x -software LAS V4.11), para visualizagcao dos
sacovitelino: setas vermelhas, das maformagdes de colunas: setas azuis e das maformagdes nacauda: setas verdes.

O desenvolvimento embrionario foi fotografado por microscopia de contraste
de fase com 24, 48 e 72 horas apoés injecdo (hpi)- Figura 20. Os resultados
demosntram que a com 48hpi, os embrides com KD para bves apresentam saco
vitelino aumentado , mantendo-se assim até as 72hpi. Também notamos que

nesses animais a presenca de edema pericardico é notavel.

Ma formagdes na cauda e coluna foram observadas em animais com KD para
popdc3 com 72hpi, sendo mais evidentes no grupo injetado com o morfolino

popdc3-b.
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Figura 20: Desenvolvimento de larvas de peixe-zebra microinjetadas com morfolinos bves, popdc3a e
popdc3b durante 72 horas pds-injecao (hpi). Embrides de peixe-zebra com 0 hpf (n =50) foram deixados sem injegdes,
como controle ou microinjetado com morfolinos para knockdown de bves (MO) 5 mg /mL, MO popcd3a5mg/mL e
MO popcd3b 5 mg / mL. Todas as larvas foram analisadas e fotografadas a cada 24 horas com estereomicroscépio
Leica M205C a 65,5x (software LAS V4.11), para visualizagdo do desenvolvimento.

4.6. Nivel de expressao do RNA de POPDC3 aumenta progressivamente durante
a diferenciagao de hiPSCs em cardiomidcitos

A fim de avaliar o perfil da expressao dos genes da familia Popeye durante
a diferenciacdo de hiPSC em cardiomidcitos, foi feita a analise de expressdao com
base em dois bancos de dados de expressao génica em modelos de diferenciacao
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cardiaca, e disponiveis na literatura (GEO - publicacbes de Barbiarz (2012) e
Funakoshi (2016).

Dados de expressao génica obtidos em amostras durante a diferenciacéo de
hiPSC em cardiomidécitos foram avaliados temporalmente quanto a expressao de
genes da familia Popeye. As amostras coletadas nos dias 0, 3, 7, 10, 14, 28, 35, 45,
60, 90 e 120 dias de diferenciacdo (barras azuis da Figura 21 foram comparadas a
tecidos pds-natais humanos (coracao fetal, coracdo adulto e ventriculo esquerdo).
Dados sugerem que para o gene POPDC1, a expressdao aumenta ao longo da
diferenciacdo de hiPSC em cardiomiécitos, seguindo um padrédo de crescimento
sigmoide. A expressao parece aumentar a partir do dia 10 da diferenciacdo. Com
relacdo as amostras poés-natais, observa-se que sua expressao diminui com o
passar do tempo (sendo mais baixa no coracdo adulto do que no coracao fetal),
também foi visto que a sua expressao nao foi restrita ao ventriculo esquerdo- VE-

(a expresséao global é maior do que a expressao no VE) (Figura 21-A).

O padrao de expressdo de POPDC2 segue um curso temporal semelhante
ao POPDC1, aumentando expressivamente sua expressao a partir do dia 10 e
atingindo seu pico de expressdo no dia 20 da diferenciagéo. Nos tecidos cardiacos,
sua expressao parece ser menos afetada pelo tempo do que POPDC1, (sendo um
pouco mais alta no coracdo fetal em relacdo ao coracdo adulto). POPDC2, da
mesma forma que POPDC1, ndo possui expressao restrita ao ventriculo esquerdo,

pois a expressao global é maior que em VE. (Figura 21-B).

O padrao de expressdo de POPDC3 segue um curso temporal semelhante
ao POPDC1 e POPDC2, aumentando expressivamente sua expressao a partir do
dia 10 e atingindo seu pico de expresséo no dia 20 da diferenciacdo. No coragao
fetal, sua expressédo € menor do que a observada nos cardiomidcitos do 120° dia de
diferenciacao. A expresséo de POPDC3 parece ser menos afetada pelo tempo do
que POPDC1, (sendo um pouco mais alta no coracéo fetal em relagéo ao coracdo
adulto). POPDC3, diferentemente de POPDC1 e POPDC2, possui expressdo no

ventriculo esquerdo semelhante a expresséo global do coragédo adulto (Figura 21-
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C). POPDC3 é o gene menos expresso durante a diferenciagdo, em relacdo a
POPDC2 e POPDCL1 (Figura 21-D)
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Figura 21: A expressao dos genes da Familia Popeye é crescente ao longo da diferenciagdo de hiPSC em
cardiomidcitos. Dias 0, 3, 7, 10, 14, 28, 35, 45, 60, 90 e 120 da diferenciagéo séo representados pelas barras azuis e
a expressédo pontual em tecidos cardiacos (fetal, adulto e vetriculo esquerdo) estdo representados pelas barras
vermelhas.. Dados analisados segundo a base de dados gerada por Barbiarz, 2012 (Expressdo média * erro padréo
da média, n=3/ grupo ou dia avaliado).

Resultados referentes a base de dados de Funakoshi avaliaram a expresséo
de genes durante a diferenciacao de hiPSC em cardiomidcitos (nos dias 0, 4, 8, 20
e 30) e no coracéo fetal e adulto. Nesta base de dados, vimos que que o padrao de
expressao temporal do gene POPDC1 aumenta progressivamente ao longo da
diferenciagcdo, sendo observado aumento expressivo a partir do dia 8
(correspondendo a 16 vezes mais que o nivel do dia 0), e atingindo sua expressao

maxima no 30° dia (Sendo 22 vezes mais expresso que no dia 0). Nas amostras de

81



coracdo, observamos uma queda importante na expressdo ao longo do tempo
(expresséo maior em amostras de coracao fetal em relagdo a coragcbes adultos)
(Figura 22-A). A expressao temporal do gene POPDC2 foi analisado através de
duas probes. O padréo de expresséao ao longo da diferenciacdo de hiPSC-CMs foi
semelhante a observada em POPDC1, com aumento expressivo a partir do dia 8
(representando 300 vezes mais expressao que no dia 0), e atingindo sua expressao
méxima no dia 30° dia da diferenciacdo (com aumento gradativo entre nesse
intervalo entre os dias 8 e 30, chegando a ser 800 vezes mais expresso que no dia
0). Nas amostras de coracdo, a probe 1 identifica que o coracédo fetal tem menor
expressdo de POPDC2 em relacdo a coragfes adultos, ja a probe 2, identifica que

a expressao de POPDC2 é semelhante no coracéo fetal e adulto (Figura 22- B e C).

A expressao temporal do gene POPDC3 ao longo da diferenciacao de hiPSC-
CMs foi semelhante a observada em POPDC1, com aumento expressivo a partir do
dia 8 (representando 15 vezes mais expressdo que no dia 0), e atingindo sua
expressdo maxima no dia 30° dia da diferenciacéo, chegando a ser 18 vezes mais
expresso que no dia 0). Nas amostras de coracdo, a média da expressao no coracao

fetal € maior do que a média de coracfes adultos, (Figura 22- D).

Da mesma forma que nos dados de Barbiarz, os dados sugerem que
POPDC3 seja 0 gene da familia Popeye menos expresso em relacdo a POPDC1 e
POPDC2 (Figura 22- E).
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Figura 22: A expressédo dos genes da Familia Popeye é crescente ao longo da diferenciagédo de hiPSC em
cardiomidcitos. Dias 0, 4, 8, 20 e 30 da diferenciacéo séo representados pelas barras azuis e a expresséo pontual em
tecidos cardiacos (fetal e adulto) estdo representados pelas barras vermelhas. Dados analisados segundo a base de

dados gerada por Funakoshi, 2016, (Expressdo média + erro padrao da média, n=3/ grupo ou dia avaliado).
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Conjuntamente, esses dados referentes a essas bases de dados permitem
inferir que o padrao de expressdo de POPDC3 aumenta progressivamente ao longo
da diferenciacdo de hiPSC em cardiomiécitos. O aumento da expressdo de

POPDCS3 se inicia no dia 8-10 da diferenciagéo e atinge seu maximo no dia 20-30.

Em nosso laboratério, a rotina de diferenciacdes de hiPSC em cardiomiocitos
permitiu a coleta de amostras durante o curso da diferenciagéao (0, 2, 4, 6, 8, 15 e
30 dias) Afim de validar o padrédo de expressdo dos genes da familia Popeye
observado por outros grupos (cujo protocolo varia em relagdo ao aplicado
rotineiramente em nosso laboratério em pouco aspectos), coletamos amostras de
células nos dias 0, 2, 4, 6, 8, 15 e 30 da diferenciacéo., utilizando o protocolo

descrito no Item 3.7.9.2 Diferenciacédo de hiPSCs em cardiomidcitos- in vitro.

O gene POPDC1, mostrou ter expressdo aumentada a partir do dia 6 (sendo
em meédia, 5 vezes mais expresso que no dia 0), atingindo seu pico de expressao
no dia 15 (chegando a ser 26 vezes mais expresso que no dia 0) e diminuindo seus
niveis de expressao no dia 30 (regredindo a 7,5 vezes mais expresso que o dia 0)-
Figura 23-A. Para 0 gene POPDC2 observamos aumento de expressao mais tardio
gue em POPDC1 e POPDCS3, sendo cerca de 7,2 vezes mais expresso no dia 30

em relacdo ao dia O- Figura 23-B.

O padrao crescente de expressao de POPDC3 observado indica que nos
estagios mais avancados da diferenciacao (dia 30) ha maior expressdo do POPDC3
em relacdo ao dia 0, sendo cerca de 6,8 vezes mais expresso (n=9, p<0,05) nos
cardiomidcitos de 30 dias diferenciados do que nas células iPS humanas de origem.
O pico de expressdo de POPDC3 durante o periodo avaliado foi no 15° dia da
diferenciacdo (em que a expressédo foi em média 8 vezes maior que as hiPSC no
dia 0)- Figura 23-C. Da mesma forma que os estudos supra citados, nossos dados
sugerem que o POPDC3 é o gene da Familia Popeye menos expresso durante a

diferenciacéo de hiPSC em cardiomidcitos - Figura 23-D.
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Figura 23: Aparecimento dos genes Popdcl, 2 e 3 durante o curso da diferenciagcdo de hiPSCs em
cardiomidcitos é crescente ao longo do tempo. Avaliagdo por gPCR nos dias 0, 2, 4, 6, 8, 15 e 30 da diferenciacdo em
cardiomiocitos (CMs) de POPDC1 (A), POPDC2 (B) e POPDC3 (C). O fold foi calculado por meio do método do 244
em que o normalizador utilizado foi a média entre ciclofilina e GAPDH. (Expressao média + erro padrédo da média,
n=9). (D) Expresséo dos genes POPDC1, POPDC2 e POPDC3 plotada pelo método 24 (n=9).

Da mesma forma que em outros estudos, o perfil de expressao dos genes da
familia Popeye se mostrou crescente durante a diferenciagdo de hiPSC em
cardiomiocitos em nosso laboratorio, assim permitindo que nosso modelo de
diferenciacao possa servir como plataforma de estudo da funcdo desses genes no

comprometimento cardiogénico.

A partir desses resultados, a superexpressao e inibicdo de POPDC3 foi

delineada, de forma a compreender os fendtipos gerados nos cardiomidcitos
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derivados de hiPSC. Devido a baixa quantidade de numeros amostrais, as
conclusdes referentes a esses experimentos sao limitadas e os sao resultados

preliminares est&o descritos no APENDICE A desta dissertacao.
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5. Discussao

A familia dos genes Popeye

As proteinas Popeye tém sido descritas como proteinas transmembranares
gue contém trés hélices hidrofdbicas [47]. Devido ao fato de terem sido descritas
pela primeira vez no musculo esquelético, foram denominadas Popeye Family.
Apesar da pouca homologia existente entre os trés membros dessa familia, o
dominio Popeye esté presente em todos os membros.

O dominio Popeye presente nessas proteinas, é um sitio de ligacdo ao AMP
ciclico (AMPc), uma molécula ativa no citosol,[47] que é liberada quando a célula
esta sob ativacao adrenérgica.. Outra molécula que interage com a Familia Popeye
€ TREK-1, um canal de potassio, que forma um complexo com proteinas Popeye,
dependendo da concentracdo de AMPc intracelular. Assim, acredita-se que a
regulacdo da frequéncia cardiaca seja modulada pelas interacbes das proteinas

Popeye na com esses dois ligantes[48].

Demonstrou-se que 0s genes pertencentes a essa familia estdo envolvidos na
regeneracdo do musculo estriado esquelético, particularmente o Popdcl (Bves)
parece ser essencial para tal processo [49]. A andlise histologica da capacidade
regenerativa muscular de animais POP1 nulos (POP1 -/-) comparada a animais
POP1 heterozigotos demonstra que animais KO (knockout) para POP1 tém

capacidade regenerativa muscular reduzida apés injecao de cardiotoxina.

Na cardiologia, foi visto que a auséncia de Popdcl ou de Popdc2 leva a
alteracdes estruturais nas células marca-passo presentes no né sinusal [50] de ratos
idosos sob estresse. Assim, associa-se a familia dos Pops ao controle do ritmo
cardiaco, dado que mutantes nulos apresentam bradicardia em condi¢cdes de

estresse[51].

Os coragbes de mutantes nulos (Popdcl-/-) sdo mais vulneraveis a
isquemia/reperfusdo apresentando uma area de infarto maior do que os animais

controle. Em animais Popdcl -/-, ha desligamento da interacdo de Popdcl e Cav3

87



no sarcolema, tabulo T e discos intercalares. A isquemia/reperfusdo em mutantes
nulos promoveu consideravel diminuicdo do niamero de cavéolas. Assim, conclui-se

que a presenca de Popdcl possa ser cardioprotetora [52].

O gene Popdcl é mais bem estudado e foi identificado durante o processo
de ativacdo de progenitores vasculares durante o infarto do miocardio (Ml).
Camundongos tratados com timosina beta 4 mostraram maior angiogénese quando
comparados aos controles, e essa expressao correlaciona-se ao aumento de

expressao de Popdcl pelas células epicardicas [53].

O gene Popdc3 e a proteina codificada por ele: POP3

O gene Popdc3, pertencente a familia dos genes que contém o dominio
Popeye, nunca foi caracterizado em condi¢des de regeneracéo, assim como ja foi
descrito o Popdcl na regeneragcdo muscular em murinos [49]. Um estudo in vitro
demonstrou que tanto em cardiomiocitos (CMs) neonatais em cultura como no
coracao adulto de ratos ha expressao de Popdc3. Foi visto também que a expressao

do gene Popdc3 no coracdo diminui no periodo pés-natal [54].

A expressao de POPDC3 ja foi vista em coracdo de humanos, sendo mais
expresso em regides ventriculares (como o ventriculo esquerdo, VE e VD, do que
nos atrios) [55] . Além disso, pacientes com insuficiéncia cardiaca diagnosticada
clinicamente apresentam menor nivel de expressdo de POPDC1. Ademais, neste
estudo foi demonstrada uma correlacdo positiva nos niveis de expressdo de
POPDC1 e POPDC3 (quando um estd sendo mais expresso 0 outro aumenta
concomitantemente. Sugere-se que a correlacéo positiva se deva ao fato de ambos
terem localizacdo muito proxima no cromossomo 6. As alteracfes estruturais
observadas na insuficiéncia cardiaca indicam um provavel envolvimento estrutural

da familia de genes Popeye no coracgao.

Apesar de os trés membros da familia conterem o dominio Popeye, nao se
sabe a real funcdo dessas proteinas. Estudos de homologia revelam que as

proteinas pertencentes a familia Popeye séo bastante interessantes, pois ndo sao
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homologas a nenhuma outra proteina conhecida, por isso existe grande interesse

em compreender sua fungéo [56].

Popdc3 na regeneracao cardiaca pds-natal de ratos

O modelo de resseccao de partes do coracédo roedores de poucos dias de
vida (corte cirargico de parte do tecido cardiaco) é um dos raros modelos onde se
observa alguma capacidade intrinseca de regeneragdo anatémica e funcional da
musculatura cardiaca lesada, em mamiferos. Em um estudo de RNASeq e
utilizando do modelo de regeneracdo cardiaca em ratos neonatos, fomos capazes
de selecionar um gene candidato com aparente participacdo no processo da
cardiogénese devido aos seus perfis de expressao, bem como sua importancia
durante o desenvolvimento cardiaco (observado através da obliteracdo de sua
expressdo em modelo desenvolvimento em peixes). A expressao do gene Popdc3
também foi demonstrada em um modelo de diferenciacdo de células-tronco

pluripotentes humanas para a geracéo de cardiomiocitos (hiPSC-CMs).

A expressdo de Popdc3 se mostrou decrescente no periodo pos-natal de
ratos neonatos, sendo quatro vezes menor no animal R7D5 (o qual ndo tem mais
capacidade regenerativa, mas apenas reparativa) em relacdo ao animal R1D1
(nosso animal foco do estudo). Além disso, os animais R1D1 diferem dos animais
falso-operados (SHAM, o que reduz a importancia ontogénica deste gene no
processo de desenvolvimento pura e simplesmente, dando contornos regenerativos
a sua acao), mostrando que apds o procedimento de resseccdo ocorre elevacdo no
nivel de expressdo de POPDC3 de maneira aguda e transiente (R1D1-S1D1). Neste
sentido, Haubner e colaboradores demonstraram que a expressdo de Popdc3
diminui em camundongos submetidos a ligadura da coronaria DA (artéria
descendente anterior direita) ao longo da regeneragao/reparo (comparando-se do
dia 1 com dia 3) [21]. De forma semelhante, Lee e colaboradores verificaram que
Popdc3 esta mais expresso em animais falso operados (SHAM) com 1 dia de vida
em relacdo a SHAM com 7 dias de vida, porém, ndo observou diferenca de
expressado entre R1 e falso-operados de mesma idade (SHAM) [22], talvez porqué

avaliaram a expresséo diferencial 7 dias apds o procedimento de ressec¢do. NoOs
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observamos diferenca estatistica somente quando comparamos 0s grupos R1 vs

SHAM de mesma idade, 1 dia apds o procedimento de ressec¢ao do apice cardiaco.

Fendtipos oriundos da diminuicdao da expressao de popdc3 em peixes-zebra

Apesar de o modelo de regeneracao pos-natal trazer informacdes relevantes
para o0 entendimento do processo regenerativo, modelos para estudo de
desenvolvimento do coracdo como o peixe-zebra também se tornam uma alternativa
atraente. Nesse modelo pode-se estudar o coragcdo observando seu
desenvolvimento através da pele (devido a sua transparéncia), sem eutanasiar o
animal, permitindo seu acompanhamento ao longo do tempo. Assim sendo, foi
possivel acompanhar as altera¢cdes morfofuncionais no coragédo e em outros 6rgaos
do animal, decorrentes do knockdown (KD) de popdc3 e bves (popdcl, outro gene
bastante conhecido por sua importancia no sistema cardiovascular e também
membro da familia POP) promovidos pela injecdo de morfolinos. Os morfolinos
promovem reducdo da expressao do gene alvo por se ligarem ao mRNA produzindo
alteracdes no splicing ou bloqgueando a traducédo das proteinas. Outras ferramentas
para diminuir a expressao em peixes também estdo disponiveis, a exemplo de
CRISPR, TALEN e Cre-Lox [57], [11], no entanto tais alternativas promovem a
deplecdo da expressao de forma permanente, uma vez que modificam o DNA . Os
morfolinos sao ferramentas de knockdown temporéario, assim, seu efeito néo
perdura por toda a vida do animal, uma vez que sua concentracao diminui a medida
gue ocorre a multiplicacdo celular, sendo uma ferramenta interessante quando o

knockout é incompativel com a vida [58].

A taxa de mortalidade dos peixes que foram injetados com morfolinos para
KD de bves foi 9 vezes maior do que nos grupos controles, indicando que menores
guantidades de embribes que chegaram ao estagio de larva (3dpf- 3 dias pés
fertilizacdo). A taxa de mortalidade dos grupos KD popdc3 foi aproximadamente 3
a 7 vezes maior que nos grupos controles. Como o grupo controle FITC apresentou
mais mortes que WT, entdo existe uma chance de morte do peixe, oriunda da
injecdo. Mesmo assim, as taxas de morte observadas nos animais com KD séo

muito superiores as dos grupos controles FITC, podendo sugerir entdo que o KD de
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bves e popdc3 pode ser letal, sendo o primeiro mais importante que o segundo.
Dados da literatura sugerem que peixes com KD para bves tém elevada taxa de
mortalidade em condi¢do hiperosmotica [59], fato que se explica pela diminuicdo
das juncdes intercelulares (juncéo oclusiva), diminuindo a barreira de entrada de

solutos, levando a condicdo do edema pericardico e deformacdes corporais.

Observamos que os animais que receberam a injecdo de morfolinos para KD
de bves e/ou popdc3 apresentaram edema pericardico quando comparados aos
animais controle. A taxa de larvas com edema pericardico foi aproximadamente 10
vezes maior no grupo KD bves quando comparado aos controles e a taxa de larvas
com edema pericardico foi aproximadamente 2 a 5 vezes maior nos grupos KD
popdc3 quando comparado aos controles. Em outro estudo com knockdown de
bves, o edema foi observado em cerca de 70% das larvas de peixe-zebra [60],
sendo semelhante a taxa encontrada nesse estudo (95%). A presenca de edema
pericardico € explicada pela auséncia de bves nas juncdes intercelulares (zona
ocludens), favorecendo a formacdo do edema pericardico, e outras estruturas
andmalas decorrentes da diminuicdo da migracao celular durante a gastrulacao
[59]. Nos peixes com KD de popdc3, a presenca de edema pericardico ainda nédo
havia sido descrita.

Os dados de frequéncia cardiaca sugerem que ao longo do tempo, os
animais com KD para popdc3 apresentam frequéncia cardiaca diferente dos
animais controle, sendo mais proeminente a diferenca observada em 24hpf. Dados
semelhantes nunca foram reportados na literatura para KD de popdc3, entretanto
ha evidéncia de que no modelo de peixe-zebra com KD para bves ocorre uma
diminuicdo da duragdo do potencial de acédo (sugerindo aumento da frequéncia de
contracdo) [37]. Nossos dados sugerem que o grupo KD bves apresenta-se
taquicardico em relacédo ao controle em 24 e 7hpf. Outro estudo indica que peixe-
zebras com deplecao de popdc2 apresentam severa arritmia, com diminuicdo da
frequéncia observada [61]. Nossos dados sugerem que arritmia também foi
observada em animais em deplecédo de bves e popdc3, sendo mais proeminente

nos animais do grupo KD bves (popdc3-b), com 48 e 72hpf.
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As medidas das camaras cardiacas dos animais KD para bves e popdc3 sao
superiores aos animais controle, indicando que estes animais apresentam um
coracdo hipervolumétrico. Na literatura, existe evidéncia de que a diminui¢do da
expressao de bves possa causar um defeito no arranjo das miofibrilas e formacéo
dos sarcomeros no musculo esquelético [62]. Apesar de ndo termos elucidado os
mecanismos referentes a essas alteragbes, acreditamos que tais alteracbes
cardiacas observadas em KD de popdc3 sejam referentes a0 mesmo mecanismo
observado em peixes com diminuicdo da expressao de bves. Assim sendo, 0s
peixes com diminuicdo de genes da familia Popeye, aqui representados por bves e
popdc3, apresentariam coracdo com fibras mais afrouxadas (miocardio nao

compactado).

Diferencas na funcéo cardiaca também foram observadas entre os animais
submetidos ao KD dos genes Pop e animais selvagens. Observamos que o0s
animais com KD para popdc3 (popdc3-a) apresentam maior fracdo de encurtamento
em relagdo aos controles, dado nunca antes observado. A fragdo de encurtamento
aumentada sugere que a contratilidade esteja aumentada, pois leva em
consideracdo as medidas finais do ventriculo na sistole e diastole. Diferentemente
do gene importante para o desenvolvimento cardiaco (tbx5), em que a fracdo de
encurtamento diminui quando h& sua deplecéo [63], nossos experimentos sugerem
qgue a fracdo de encurtamento esteja aumentada quando ha deplecdo temporaria

de popdc3.

Outro parametro de funcdo cardiaca, como o volume sistolico, também esta
aumentado quando depletamos bves, muito provavelmente porqué o calculo de
volume sistélico representa as medidas na sistole e diastole, que estdo aumentadas
nos animais com deplecdo dos genes da familia Popeye. Outro grupo ja reportou
que o volume sistolico diminui quando ha deplecdo de bves em peixe-zebra [60].
Além disso, nossos dados indicam que os animais com KD para bves e popdc3
(popdc3-b) apresentam fragdo de ejecdo aumentada relacdo as larvas controle.
Finalmente, larvas com KD para bves apresentam débito cardiaco aumentado em

relacdo ao controle. Como os calculos de fracdo de ejecdo e débito cardiaco

92



derivam do volume sistdlico, entdo o que observamos pode ser decorrente apenas
do volume sistélico aumentado. Acreditamos que o débito cardiaco em KD bves
também possa estar aumentado nesse grupo em decorréncia da taquicardia

observada, somada ao volume sistolico elevado.

Os defeitos morfologicos também foram constatados em animais injetados
com morfolinos e controles, sendo o mais frequente deles a ma formacao do saco
vitelino. As larvas com maior volume de saco vitelino correspondem as injetadas
com MO KD bves. Ma formac¢des na coluna e na cauda também foram observadas,
sendo mais frequentes no grupos KD para popdc3. As alteracdes observadas no
saco vitelino dos animais KD bves ja foram antes reportadas, e sao decorrentes de
alteracdes na gastrulacao [59]. J& as alteracBes observadas na formacao de coluna
e cauda do grupo KD popdc3, muito provavelmente se relacionam com a falha no
desenvolvimento de miétomos (tecido muscular embrionério), cuja ma formacéao ja
foi descrita previamente, mas somente no caso de KD para popdc2 em peixes. Ma
formacdo em musculo esquelético também foi verificada no caso de variantes
humanas de POPDCL1 (BVES) com perda de sitio ativo da proteina na regiao de
ligacdo ao AMPc [60].

A presenca de alteragfes no desenvolvimento muscular esquelético e cardiaco
podem sugerir que o gene popdc3 possa estar envolvido no processo de
cardiogénese. Durante esse processo, as células presentes na mesododerme
(Brachury e Mesp 1*) sofrem agéo de vias BPM e Wnt que podem gerar precursores
cardiogénicos, hematopoéticos e esqueléticos [64]. Alguns genes sdo conhecidos
por determinar a cardiogénese, a partir desse momento, sendo a maior parte deles,

fatores de transcricdo, como o Nkx2.5[65] , Thx5 [66] e Gata-4 [67], por exemplo.

POPDC3 durante a diferenciacdo de hiPSCs em cardiomidcitos

Algumas moléculas expressas na membrana celular de precursores cardiacos
derivados de hiPSC, como o Hcn4 [26], c-kit [27] e Sca-1 [28], demonstraram se
Uteis na selecéo de populacdes purificadas (entre os dais 6 e 10 da diferenciacéo),

mostrando que esse periodo € crucial para a obtencéo de cardiomiécitos capazes
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de serem enxertados no adulto promovendo melhora funcional apos infarto do
miocardio. Assim, objetivamos identificar o perfil de expressdo temporal de
POPDC3 e dos outros genes da familia Popeye (BVES e POPDC2), a fim de
verificar a possibilidade de serem Uteis para caracterizacdo de precursores
cardiacos, por serem moléculas de expressdo na membrana plasmatica. O
potencial de geracdo de cardiomidcitos a partir de culturas purificadas de células
Popdc3* ainda néo foi testado, mas no modelo de diferenciacdo de hiPSCs em
cardiomiocitos, o padrdo de expressdo de POPDC3 foi crescente e linear, sendo
gue do dia 0 ao dia 28 a expressao do POPDC3 aumentou 7 vezes. O momento em
que a familia dos genes Popeye apresentou pico de expressao genica foi a partir do
8° dia da diferenciacao. Nossos dados corroboram com analises da literatura no que

diz respeito ao curso da expressao dos genes Popeye ao longo do tempo [43], [44].

O padréo de expressao de Popeye durante a diferenciacéo sugere que ele esta
temporalmente associado com o pico de expressao de Nkx2.5. Apesar de o modelo
de diferenciacdo de hiPSC em CMs gerar informacdes a respeito do fenotipo de
células com relacdo a maturidade células (expressa pela frequéncia de batimento
[68], pela substituicdo de proteinas da maquinaria contratil por outras mais eficientes
[69] e presenca de marcadores [70]), € um modelo que dispende muito gasto e cujos
fenotipos podem tardar a aparecer, uma vez que os cardiomiécitos fetais humanos

sdo comparaveis a células com 30 dias de diferenciacéo [70].

Dessa forma, neste trabalho, o modelo de peixe-zebra trouxe informacoes
referentes a alteracdes na frequéncia cardiaca, mais especificamente na arritmia,
que devem ser exploradas no modelo de hiPSC-CMs. Particularmente, esse
trabalho faz referéncia a alteracdes que sugerem que peixes possuem alteracdes
no tamanho das camaras cardiacas, sendo mais alongados que os animais controle.
Alteracbes em genes que controlam tamanho de 6rgéos (como a via de sinalizagéao
Hippo) suportam a ideia de que alteragbes no tamanho das camaras podem ser
decorrentes de efetores downstream da via (no caso da via Hippo, o wwtrl), que
podem regular a maturagdo de camara cardiaca, como a trabeculagéo ventricular,

implicando em fendtipo hipoplasico e de bradicardia, porém sem alteracdo funcional
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cardiaca evidente [71]. Devido a formacdo embrionaria das trabéculas e do
miocardio compacto estarem temporalmente e fisicamente envolvidas com a
formacdao dos sistemas de conducéao ventricular (fibras de Purkinje), normalmente a
ma-formacao de trabéculas (a partir de 60 hpf em peixe-zebra), gerando trabéculas
maiores e com maiores recessos entre trabéculas, leva a alteracdes no sistema de
conducédo, promovendo arritmias. Os dados, em conjunto, podem sugerir uma
alteracdo no sistema de maturacdo das camaras cardiacas, trabeculagdo ou da

compactacao ventricular esteja ocorrendo

Com base no apresentado em peixe-zebras, o modelo de hiPSC-CMs pode ser
explorado de forma a verificar fenotipos decorrentes da deplecdo de POPDCS3, cujos

resultados preliminares constam no Apéndice A.
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6. Conclusoes

Conclusdes sumarizadas

O gene POPDC3 apresenta-se como marcador de membrana no
modelo de regeneracao pos-natal em ratos;

A proteina POPDC3 parece estar mais expressa em cardiomiocitos
neonatais do que em fibroblastos cardiacos;

Peixes paulistinha com knockdown (KD) para popdc3 apresentam
elevada mortalidade;

Peixes paulistinha com KD para popdc3 apresentam edema
pericardico;

Peixes paulistinha com KD para popdc3 apresentam ventriculos mais
longos que larvas controle;

Peixes com KD para popdc3 apresentam alteracbes de frequéncia
cardiaca em 24hpi, em relacao aos controles;

Peixes com KD para popdc3 apresentam maior fracdo de
encurtamento e fracao de ejecédo do que controles;

Cardiomidcitos derivados de células-tronco humanas de pluripoténcia
induzida (hiPSC-CMs) apresentam genes da familia Popeye. O
padrdo de expressao temporal é sigmoide, apresentando aumento de
expressao a partir do dia 8-10, e atingindo seu maximo no dia 20-30,

mantendo-se a expressao a partir desse momento estavel (plat6);
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Conclusdo geral

Em conjunto nossos dados sugerem que POPDC3 é um gene importante no
processo de diferenciagéo cardiaca e devido a sua localizacdo na membrana celular
podera ser util em estratégias para enriqguecimento e isolamento de células em

diferenciacéo cardiaca.
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7. Perspectivas

Uma vez tendo realizado KD de popdc3 e bves e observado alteracGes de
mortalidade elevada, seria interessante cultivar os peixes em condi¢cdes
hiposmaoticas ou isososmaoticas para reduzir as mas-formacdes observadas durante

a gastrulacéo e poder avaliar o peixe na vida adulta.

Em trabalhos futuros, seria interessante averiguar se 0 mecanismo
observado (perda da adesao intercelular- zona oclusiva) também ocorre para peixes

com KD para popdc3.

Com relacdo a frequéncia cardiaca, seria interessante averiguar como se
comporta ao longo da vida larval e adulta. Nesse trabalho reportamos alteragdes na
frequéncia de batimento em larvas de até 72hpi, porém na literatura ha sugestéo de
que animais com KD para popdc2 apresentem uma reducdo da frequéncia cardiaca

com 5-6 dias pés-injecdo [61].

Como as medidas das camaras cardiacas das larvas KD sao superiores as
das larvas controle, entdo seria interessante investigar se esta ocorrendo a ativacédo
de vias de aumento de érgdos (como Hippo Pathway, nesse caso o aumento das
dimensdes dos O6rgaos seria sistémico, ou seja, menos provavel, pois observamos
larvas do mesmo tamanho dos controles, apenas o coracgao ficou aumentado); ou
testar a hipotese verificada no caso de KD de Popdc2 no musculo esquelético,
verificando a formacao das juncdes miotendineas. Nessa etapa, seria interessante
verificar se estaria ocorrendo uma mé formacgéo no atrio e ventriculo, com essa
finalidade, as linhagens que possuimos no laboratério Tb (cmcl2: GFP) e Th (vmhc:
mCherry), podem responder a questéo, uma vez que os coracdes desses animais

sao fluorescentes em verde, e o atrio é fluorescente em vermelho.

Os peixes apresentaram alteragdes importantes de arritmia, principalmente

no grupo com deplecdo de popdc3 (popdc3-b). Seria interessante investigar a
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etiologia da tal arritmia, sendo ela atrial (no né sinoatrial, afetando as células
pacemaker, geradoras do potencial de ac&o) ou por alteracdes no no atrioventricular
(onde normalmente o potencial de acdo € atrasado para promover a contracdo de
atrio e ventriculo em momento distintos) ou ainda no sistema de conducéo
ventricular (constituido majoritariamente pelas células de Purkinje). Tais
observacgbes poderédo ser feitas a medida que peixes fluorescentes mutantes (atrio
vermelho e coragédo eGFP positivo) forem injetados com morfolinos para aquisicao

de fendtipos.
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Expressao por RT-PCR dos 11 genes candidatos no modelo de regeneracao
pds-natal

Apés a determinacgédo do ciclo mais adequado para a amplificacdo daquele
gene, foi feita uma andlise da expressdo dos genes em outras amostras, sendo
elas: 3 amostras de coracdo de animais ressectados R1D5 (Al; A2 ; A3); 3
amostras de coracdo de animais ressectados R7D5 (B1;B2;B3) , coracao
adulto(C); pulméao adulto(D); cérebro adulto(E); bago adulto(F); figado adulto(G);
tecido adiposo adulto(H); iPS- induced pluripotent stem cell (I); rASC rat adipose-

derived stromal/stem cells(J).

Dessa estratégia com 11 genes, apenas 6 foram mantidos considerados
de interesse (Figural - Painel A), uma vez que foram obedecidos os critérios da

tabela a seguir.

Tabela 1: Critérios de selecdo incidentes sobre os 11 genes selecionados a partir do RNASeq e
GeneCards

Critério Descricao

1 Expressao inferior em tecidos controle adultos *

em relacdo aos animais R1D5

2 Auséncia de bandas duplas em RT-PCR
3 Confirmacdo do dado de RT-PCR por gPCR
(R1D5>R7D5)
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Figura 1: Anélise da expressao dos genes em diversos tecidos. A) Painel dos genes considerados bons
candidatos. Note que a expresséo de tais genes esta baixa nos tecidos controle (C ,D ,E ,F ,G ,H, | e J). B) Painel
de genes considerados fracos candidatos. Note que a expresséo de tais genes esta elevada nos controles ou

gue existem produtos inespecificos.
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Os candidatos que apresentaram as caracteristicas descritas na Tabela |,
foram o0 SFRP1, SERINC2, NTSR2, GPR123, ROR2 e POPDC3 e constam no
Figura 1- A. J4 os candidatos menos interessantes, SLC16A3, CDHR1, GJA5,
SLC26A9 e HCN4, ndo obedeceram algum dos itens constantes na Tabela |, e

por isso néo tiveram sua expressao confirmada por qPCR.
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Deteccao de POPDC3 por anticorpos
Padronizacdo Western Blotting para POPDC3

Por meio da técnica do Western Blotting procurou-se confirmar os
resultados de RNAmM na expresséo proteica. Utilizou-se inicialmente o anticorpo
da empresa Santa Cruz (cat. Num. Sc-16898). Entretanto, conforme os
resultados que seguem abaixo (Figura 1) pode-se concluir que o anticorpo nao
estava identificando corretamente a proteina Pop3. Assim procurou-se por

alternativas.

Por Western Blotting (Figura 1 A-B), conseguiu-se identificar duas bandas
nos géis. Elas possuiam aproximadamente 50kDa, enquanto o fornecedor, no
datasheet, sugeria o aparecimento de bandas de 34kDa. Por vezes as proteinas
sofrem processos de alteracdo pés-transcricional tais como gliscosilacéo [1], que
mesmo desnaturadas, mudam o seu perfil de corrida em gel de acrilamida,
gerando pesos supostamente maiores. Assim, sdo apresentados os dados
relativos a banda superior, que acreditamos ter maior possibilidade de ser a
relacionada com POP3. Como pode ser constatado no grafico, ndo foi possivel

detectar diferenca estatistica entre os animais.

:. ;\"' ’.',-' o o »F
A Ri0s) 8104 K101 S0t ME c S F e HES e S
POP3 .-——-————v—ﬁ--'l pOp3 | — - . |
B-actina ‘- e T e i (,,-‘pn,.:» -—:?—- — — ~__>
B Expressdo relativa Pop3/beta-actina D Razdo POP3/GAPDH

s POF)JGAPDN

Patie FOPA brte sat e
.
e

:
ol I = B I . I " m R

nd siqy o st Mux R0 Psdad N M Catagho Cerebra Mimin  Sim  Tigede

Amcalies

Figura 1: Resultados da quantificagé@o proteica de POP3 utilizando o anticorpo da empresa Santa Cruz.
(A) Western Blotting de amostras cardiacas de ratos neonatos um dia ap6s o procedimento (R1D1, S1D1, R7D1
e S7D1) (n=4 animais independentes) e musculo esquelético (n=2). (B) Quantificacdo da quimioluminescéncia
obtida da figura (A), considerando a razéo entre POP3 e beta-actina (gene normalizador).(C) Western Blotting de
diversas amostras.Da esquerda para a direita:R1D1= coragédo de ratos neonatos (R1D1),hiPSCs dia 0= células-
tronco pluripotentes induzidas humanas antes da diferenciacdo; SHR= coracédo de ratos adultos hipertensos;
ME=musculo esquelético de rato adulto. Os tecidos denominados de coragéo, cérebro, rim e figado sédo amostras
dos 6rgaos provenientes de ratos adultos
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De maneira a certificar-se de que essa seria a banca correta, foi feita uma
andlise por espectrometria de massas a fim de investigar quais proteinas

estavam presentes no gel na altura correspondente a banda considerada.

Espectrometria de massas

Com o objetivo de determinar a especificidade do anticorpo anti-
POP3 da empresa Santa Cruz, foi realizado uma corrida eletroforética das
amostras de ratos neonatos e de musculo esquelético adulto de ratos. Foram
recortadas as bandas nas quais havia sinal detectado pelo método de revelacao
quimioluminescente (listadas na Figura 2 de 1 a 5). Tais amostras foram
enviadas para o sistema de verificacdo de proteinas por espectrometria (CEFAP)

e o resulado consta na tabela 6.

A B Pes

M R101 M Mdsculo esqueltico

Figura 2: (A) Membrana de PVDF incubada com anticorpo anti-POP3 (Santa Cruz). (B) Gel corado com
Coomasie Blue com os cortes enviados para espectrometria de massas (CEFAP).

As cinco bandas enviadas para andlise do espectrébmetro de massas
geraram cerca de 1000 proteinas identificadas (aproximadamente 200 proteinas/
banda). Mesmo apés filtragem de alta restringéncia por score (>1000) e por
cobertura (>70%), que reduz a lista de proteinas a apenas 1-2 por banda, nao é
possivel encontrar o PODC3. Estdo presentes proteinas abundantes que néo
possuem semelhanca estrutural com POPDC3. (Tabela 1). Assim sendo, pode-
se concluir gue néo temos evidéncia com essa metodologia de que o0 anticorpo
anti-POP3 (Santa Cruz) ndo possua especificidade para seu uso pela técnica do

Western Blotting.

Tabela 1: Andlise dos resultados gerados das bandas enviadas para andlise por espectrometria de
massas.
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Banda [2 |2 |3 |4 5
Altura analisada 25kDa 37kDa 50kDa 43,5kDa 50kDa
Proteinas identificadas 215 225 245 110 284
Pardmetros: 2 1 1 2 1
- cobertura>70% &
- score>1000
Carbonic anhydrase Froctase Betd enolice A, alpha skeletil Alpha-enciase
J 05«Rattun bisphosphote OS5« Rattus muscle OS«Rattus  OS=Rattus
BoEvegious sldoiase A norvegicus noeveglcus norvegicus
NeTalPEsl OS=Ratius NefrIit =1 GN=Adtal -] GN<Enol PE«1
V-3 norvegiaus SV=3 SV=1  [ACTS_RAT|SV=4
{CAMI_RAT] GNwAldosPE=1  [ENOB_RAT] [ENOA_RAT)
Va2
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mutase 7 musde 1
O5=Rattes OS5~ Rattus
norvegios DOrVeginis
GN=Pgam2 PE=2 GN=Adc] PE=2
SVel- SVl - [ACTC_RAT]
[PGANZ _RAT]

Os resultados da espectrometria indicam que dentre todas as proteinas
identificadas nas bandas enviadas para analise o POPDC1, POPDC2 e POPDC3
nao apareceram. Assim, pode se concluir que o anticorpo se mostra inespecifico
para PODC3 para a técnica do Western Blotting com amostras de ratos

neonatos.

Assim, substituimos a marca do anticorpo para anticorpo anti-POP3
(LifeSpan), que chegou recentemente ao nosso laboratério, entretanto

continuamos com dificuldade de identificagéo do Pop3, conforme Figura 3.

> I F
& ) o &r b "
A Curva padrdo de abisorblincia  v= 12804 Lassy B — o —
Fa Ve 0N 03 I ]
: E
2 Bactina .
bl - - - - -
3 .
- c . .
e3m Expressdo relativa POP3/Beta-actina
= 2
or Bl
‘ g 12
- o S g
-
508
3
Amost Medda Medda Concestracho wos
2 n 2 os
a
=03
w
D ) °
04108 0426 0422 4 27 gl R1D1 siol RID1 s01 ME terebro
Cerebeo] 0477 0491 0484 113500l ey - net ne) : el

Figura 3: Western Blotting em amostras de ratos neonatos submetidos a coleta 1 dia apds o
procedimento cirdrgico, tecido muscular esquelético de rato adulto (ME) e cérebro de rato adulto. (A) Dosagens
obtidas pelo método colorimétrico (Bradford) das amostras de ratos neonatos, ME e cérebro adulto. (B) Imagens
das membranas de PVDF apés revelagcdo quimioluminescente. (Acima) Imagem obtida com o emprego do
anticorpo anti-POP3 (LifeSpan) (n=1). (Abaixo) Imagem obtida com o emprego do anticorpo anti-beta-actina (gene
normalizador).(C) Quantificagdo pordensitometria das bandas da figura A.

Novamente, as bandas de POP3 apresentadas sao referentes a altura de

50kDa, pois ndo haviam bandas na altura esperada (34kDa). Nessa corrida,
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apesar de as dosagens pelo método de Bradford terem sido feitas com acurécia,
0s niveis de beta-actina ficaram varidveis para as amostras de coracdo de ratos
neonatos, de musculo esquelético e cérebro. O resultado indicaria que a
expressao do POP3 é maior no animal R7D1 em detrimento dos demais animais
neonatos, e cerca de 30% menor do que no musculo esquelético (quando a
normalizag&o pela beta-actina é calculada). Além disso, podemos concluir que a
expressdo de POPDC3 no cérebro € desprezivel. Apesar de os resultados
mostrarem esses apontamentos, € necessario ter cautela na interpretacdo dos

dados uma vez que a normalizagdo esta prejudicada.

A fim de estabelecer se o anticorpo anti- POP3 da empresa Lifespan é
adequado para identificar as diferencas de expressao a nivel proteico entre
células com superexpressao e inibicio POPDC3 realizou-se o western Blotting
a partir de células 293t transfectadas com plasmideos e previamente
quantificadas com relacéo a sua inibicdo e superexpressao a nivel de mRNA. As
células empregadas nesse experimento foram 293t cultivadas no modo aderido
e no modo suspenso (sem soro)- Vide Padronizacdo da inducdo de

superexpressao e da inbicdo de POPDC3 em células 293t-neste Apéndice.

Os dados de Western Blotting sugerem gue nas amostras que contenham
soro (ou seja, em células 293t cultivas em seu modo aderido) ha presenca de
bandas com aproximadamente 50kDa (que sdo as mais proeminentes),
conforme pode ser verificado na Figura 4 (esquerda). A presenca de uma
marcacao de bandas com 50kDa, pode indicar certa afinidade do anticorpo pela
proteina albumina presente no soro (que tem 50kDa) e também estaria presente
nos tecidos [2]. Na avaliacdo da presenca de POP3 nas culturas celulares de
293t em suspenséo, (condicdo sem soro), utilizamos clones a fim de estabelecer
uma diferenca entre as amostras passivel de quantificacdo. Entretanto, ao
fazermos uma avaliacéo prévia dos marcadores fluorescentes para averiguar se
0 processo de adaptacdo a condicdo sem soro faria com que as células
alterassem seu padrédo de expressao dos marcadores fluorescentes, notamos
gue houve uma perda significativa (Figura 4- membrana central). Por fim, apds
cultivar tais clones por mais 2 meses na condicdo de suspensao, obtivemos

maiores niveis de fluorescéncia e por conseguinte, diferencas foram observadas
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no western Blotting (Figura 4- direita). Interessantemente o peso molecular
observado nas 293t em suspenséo esta entre 25kDa e 37kDa. (em conformidade
com os dados do manual de instru¢des (datasheet) do anticorpo), mas difere dos
pesos moleculares encontrados nas amostras de ratos neonatos e nas 293t
aderidas. Esse dado sera explorado futuramente a fim de estabelecer se existe
alguma alteracdo poés-transcripcional contexto-dependente na proteina. Além
disso, um novo anticorpo, da marca ProteinTech foi adquirido, porém nao

obtivemos nenhum resultado de bandas Unicas com esse anticorpo.
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Figura 4: Western Blotting da proteina Pop3 em células 293t na condicao aderida versus suspenséo. O
resultado obtido na condicéo aderida (imagem a esquerda) refere-se a populagao (“pool”’). Note que a banda de
50kDa é mais proeminente do que a banda esperada em 34kDa. Com o cultivo das células em suspenséo (imagem
central), abandamais proeminente é ade 50kDa, porém nao se observa diferenca estatistica entre os tratamentos
(os clones utilizados para esses experimentos tém sua fluorescéncia representada no gréafico de barras a direita
e corresponde a barra em cinza). O cultivo em suspensé&o foi feito por maior tempo de forma que as células foram
capazes de estar adaptadas a condi¢ao de suspensao e também retornaram a exibir niveis de fluorescéncia mais
préoximos da condicdo aderida (barras em azul). Arevelagdo do western blotting desse experimento (n=2) consta
na figura a direita. A bandas mostradas estéo entre 37 e 50kDa.
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Padronizacdo Citometria de fluxo para Popdc3

Além do Western Blotting, foi possivel utilizar as células 293t
transfectadas com os plasmideos para realizar uma padronizacdo de citometria
de fluxo para marcacado de POP3 com o anticorpo Lifespan. Nesse experimento
foi utilizado com clone C2- pExpressao aderido, que possui alta expressao.

Foram utilizados quatro métodos de marcacdo para citometria em um
clone (nomeado de C2) transfectado com o plasmideo para superexpressao de
POPDC3. Os métodos diferem em relacéo aos reagentes das etapas de fixacdo
e permeabilizacdo. Trés dos quatro protocolos ja sdo estabelecidos: 1) Método
1 (Protocolo de marcacdo de proteinas intracelulares _R &D); 2) Método 2
(Protocolo de marcacéo de proteinas intracelulares —Abcam-formol) ;3) Método
3 (laboratorio- descricdo abaixo); 4)Método 4 (mesmo protocolo utilizado para
imunofluorescéncia, usando anticorpo primario 1:50 e secundéario 1:100) . O
método 3 € empregado em nosso laboratorio para marcacdo de proteinas
intracelulares. Nesse protocolo a fixacdo € feita com PFA1% a temperatura
ambiente por 5 minutos. A seguir as amostras foram permeabilizadas com
metanol 90% a 4° C por 10 minutos. Apés 2 lavagens com PBS, as amostras
foram incubadas com o anticorpo primario em BSA 1% 4° C por 35 minutos.
Apoés duas lavagens com uma solucdo de triton 0,1% em BSA 1%, foram
incubadas com o anticorpo secundério em triton 0,1% em BSA 1% a 4° C por 30
minutos. O anticorpo secundario foi lavado por trés vezes com uma solucéo de
triton 0,1% em BSA 1% e o sobrenadante foi ressuspendido em BSA 1% até a
leitura (que foi feita imediatamente o processo de marcagdo). Para o
procedimento, as células foram dissociadas utilizando tripsina e foram separadas
2. 10° células para cada condicdo, exceto para o método 3 em que foram
utilizadas 3.10° células. Para todos os métodos o secundario utilizado foi goat
anti-rabbit Alexa 488, cuja fluorescéncia € emitida no comprimento do verde (que

corresponde a leitura do FL-1) no citdmetro.

Os quatro métodos diferem quando as etapas de fixacdo e
permeabilizacdo, sendo que no método 1 utilizou-se PFA1% para fixacéo, assim

como no método 3. Esses dois protocolos utilizam como permeabilizador o
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metanol, porém em porcentagens diferentes (sendo 100% no primeiro e 90% no
segundo) e por tempos diferentes (sendo superior no método 1). O método 3
possui etapas de lavagem com um detergente fraco (triton 0,1% em BSA 1%), o
gue ndo ocorre no método 1. O método 2 utiliza formol 0,01% para fixacéo, ja o
método 4 utiliza PFA 4% como fixador. Nesse Ultimo ocorre a permeabilizagédo
por um detergente forte (Tween 0,5%). Além disso, nho método 4 o anticorpo
primario foi incubado em uma solucao contendo Tween 0,1%, 0 que ndo ocorre

nos demais protocolos (utilizou-se BSA1% para incubar o anticorpo primario).
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Figura 5: Histogramas gerados a partir da citometria de fluxo de células 293t marcadas com anti-POP3.
(Lifespan). (A) Figura representativa do valor de células positivas para dTomato (preto) (em FL-2) em relacdo ao
controle s6 lipo (azul). (B) Andlise comparativa da porcentagem de células positivas para dTomato marcadas
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com anti-POP3 nos quatro protocolos testados. As linhas em preto correspondem as células do clone C2-
pExpressao, as em verde correspondem a marcagéo destas células com anticorpo secundério (Alexa 488) e as
em vermelho correspondem a marcacédo obtida na presenca do anticorpo primario.

Os métodos um e dois apresentam-se como os mais especificos (Figura
7), pois a marcagdo com o anticorpo secundario (linha verde) ndo se sobrepde
em relacdo a marcagao com primario e secundario (linha vermelha), no eixo FL-
1. No método 1, quando consideramos a marcacdo com primario (removendo o
efeito da marcacéo inespecifica), temos que 63% dos eventos sao positivos para
FL-1. Da mesma forma, para o método 2, temos 27,65% de eventos positivos.
Ja nos métodos 3 e 4 ha grande sobreposicdo das curvas verdes e vermelhas,
indicando que o secundario marca de forma inespecifica, e portanto, a marcacao

com o primario € baixa (2,43- 2,48%).

Padronizacdo da Imunofluorescéncia

De modo a averiguar se o0 anticorpo da anti-POP3 (Lifespan) era capaz de
marcar adequadamente as células para imunofluorescéncia, utilizou-se nesse
momento as células 293t transfectadas (Figura 6). A marcacao de laminas foi
realizada por duas vezes com sucesso e indica que o anticorpo da empresa
Lifespan é capaz de marcar as células com superexpressdo de POPDC3 e ndo

detectar as células na qual sua expressao foi diminuida.
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pExpressdo:dTomato + LS +A488

dTomato

dTomato

Figura 6: Imunofluorescéncia de células 293t transfectadas com os plasmideos de superexpressao de
POP3 (pExpressao: dTomato) ou os plasmideos de inibicdo de POP3 (plnibicdo: EGFP). A marcacao foi
comparada em relacdo as células que nao foram transfectadas. 1-6- sdo imagens referentes ao experimento 1,
em aumento de 40X. A-H sdo imagens referentes ao experimento 2 em aumento de 100X. Os anticorpos
comparados foram os da empresa Santa Cruz (SC) e da LIfespan (LS), ambos anti-POPDC3.

No primeiro experimento (aqui representado pelos nimeros 1 a 6), nao
houve marcacdo dos anticorpos secundarios nas células 293t ndo transfectadas
(linhas 1 e 2). Houve marcacéo das células néao transfectadas na presenca do
secundario Alexa 555 e do anticorpo anti-POP3 (Santa Cruz) (Linha 3). O
anticorpo da Santa Cruz também se mostrou inespecifico uma vez que marcou
células em o POP3 esta inibido- (linha 4). J& o anticorpo anti-POP3 parece ndo
marcar células ndo transfectadas na presenca do secundario (Alexa 488) (linha
5), conforme esperado. Além disso, 0 anticorpo da Lifespan € capaz de marcar

células com superexpressao do POP3- (linha 6).
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No segundo experimento (aqui representado pelas letras A a H), as
células ndo transfectadas ndo apresentam fluorescéncia (linha A). Houve
marcacao com o anticorpo secundario Alexa 555 (linhas B e C), porém néo se
observa marcacéao inespecifica do secundario Alexa 488. (linha D). As 293t com
superexpressao foram corretamente marcadas pelo anticorpo anti-POP3 (linha
E), e este anticorpo ndo reconhece as células em que o POPS3 foi inibido,
conforme esperado (linha F). Embora o anticorpo anti-POP3 tenha marcado as
células em que houve superexpressao (linha G), ele aparentemente marca as
células em que o POP3 foi inibido- (linha H), corroborando com a inespecificidade

observada no experimento anterior.
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Padronizacao da inducdo de superexpressao e da inbicao de POPDC3 em
células 293t

De modo a se ter material para padronizagdo prévia dos anticorpos, as
células 293t foram transfectadas com plasmideos para superexpressao e

inibicdo de POPDC3 pelo reagente da lipofectamine 3000.

Os esquemas de co-transfeccdo foram: 1) pinducao (TET-on)+ plnibic&o
ou 2)pinducdo (TET-on) +pExpressao, para inibicAo e superexpressao,

respectivamente.

A expressdo de POPDC3 e de POPDC1 varia em células 293t transfectadas

Avaliamos a expressao de mRNA de POPDC3 e POPDC1 em clones das
células 293t transfectados com os plasmideos de superexpressédo e inibicao -
Figura 7. Curiosamente descobrimos que as células 293t ja possuem a
expressao de base de POPDC3. Entretanto, sua expressao foi comparada ao
controle “células 293t que nao receberam o plasmideo” pelo método da qPCR
(PCR quantitivo), os resultados demonstram que a expressao é 56,4 vezes maior
no clone transfectado com o plasmideo de superexpressdo em relacdo célula
sem transfec¢do. Para o clone transfectado com o plasmideo inibicdo, a

expressao € 2,5 vezes menor que o controle sem transfecgao.

Por outro lado, no caso do POPDC1, observa-se um padrdo um pouco
diferente. Quando as células estdo superexpressando POPDC3 ndo ha maior
ativacdo de POPDCL1. Porém, na condicdo em que POPDC3 esta inibido, ha
diminuicao da expressédo de POPDC1.
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Figura 7: (A) Gréafico de expressdo diferencial de POPDC3 pelo método do gPCR. As amostras
comparadas sao os clones i4 (transfectado com o plasmideo inibicdo) e o clone el (transfectado com o plasmideo
expressao); (B) Gréfico de expresséo diferencial de POPDC1 pelo método do gPCR. As amostras comparadas
sdo os clones i4 (transfectado com o plasmideo inibic&o) e o clone el (transfectado com o plasmideo expresséo)
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1. Introducdo

Algumas alternativas de terapia celular com células-tronco foram testadas
para auxiliar no tratamento do infarto do miocérdio (MlI). As terapias com células-
tronco pluripotentes (ESCs), oriundas da massa interna do blastocisto, pareciam
proeminentes uma vez que essas células sdo capazes de gerar varios tipos
celulares (cardiomidcitos, hepatdcitos, neurdnios, etc). Porém, sua aplicacado
terapéutica é limitada devido sua origem embrionaria, € seu uso é eticamente

controverso, além de mostrar-se potencialmente tumorigénico.

Ja as terapias com células-tronco multipotentes (mesenquimais -MSCs) da
medula/ tecido adiposo foram capazes de melhorar a funcéo cardiaca através da
producao de fatores paracrinos que auxiliaram os cardiomidcitos residentes, com
efeito cardioprotetor [1].

Sendo assim, o implante de MSCs nédo repbe os cardiomidcitos perdidos
durante o infarto do miocardio. Alternativamente, foi desenvolvido em 2006 por
dois pesquisadores distintos, ganhadores do Nobel (Yamanaka e Takahashi) , a
possibilidade de obtencédo de células-tronco pluripotentes a partir de fibroblastos
de camundongo [2], e posteriormente a tecnologia evolui até a obtencdo de
células-tronco humanas de pluripoténcia induzida (hiPSC) originarias de
fibroblastos da pele [3]. As células foram obtidas através da reprogramacao, por
4 fatores, comumente designados de OCT4, SOX-2, C-MYC e KLF4. Tais células
foram entdo estudadas com relagcdo ao seu potencial de transformacdo em
diversos tipos celulares.

Atualmente, pesquisas indicam que os cardiomiécitos derivados de hiPSC
(hiPSC-CMs), se obtidos em um até um estagio tal que sejam capazes de
integrar-se ao sincicio e sejam capazes de proliferar, para repor a area perdida,
sem gerar tumorigénese, sdo os mais adequados para repovoar a regiao perdida
pelo IM e melhoram a fungéo cardiaca [4].

Apesar dos avancos nesse sentido, a diferenciagdo das células hiPSC em
cardiomidcitos é um processo com variabilidade de reproducéo, por isso, muitos
grupos fazem uso de marcadores para selecionar as populagdes durante a

diferenciacdo e aumentar o grau de pureza final [4], [5].
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Neste trabalho objetivamos compreender a funcdo do gene POPDC3 durante
a diferenciacao de hiPSC em cardiomidcitos, através do knockdown, pois foi visto
que esse gene possui padrao de expresséo crescente durante o processo. O
objetivo foi testar a hiptese de que na condicao de expressao de POPDC3 haja
menor comprometimento cardiogénico durante a diferenciagdo de hiPSC em
cardiomiécitos. Na medida que os fendtipos forem bem classificados, entéo,
poder-se-a compreender a funcdo desse gene para no futuro, eventualmente
selecionar hiPSC durante a diferenciacdo com maior eficiéncia de producéo de
cardiomidcitos.

O modelo da diferenciacao in vitro foi escolhido, pois haviam ferramentas
para edicdo génica das células hiPSC, que se poderiam ter fenotipo acessivel
mediante diferenciacdo em cardiomidcitos. Além disso, até o momento nenhum

gene dessa familia foi investigado durante tal diferenciacéo, sendo inédito.
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2. Objetivo

Testar a hipotese de que o gene POPDC3 afete o processo de diferenciacéo de

hiPSC em cardiomidécitos.

Objetivos especificos

1) Gerar hiPSCs modificadas geneticamente para expressarem sequencias
curtas de RNA de interferéncia (por meio de Short-hairpin system) para
inibir a expressao de POPDC3.

2) Gerar hiPSCs modificadas geneticamente para superexpressarem

POPDCS3 através de sistema de transducao do lentiviral.
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3. Materiais e métodos

Microscopia confocal — HCS

Os cardiomiocitos derivados de hiPSC foram cultivados até o dia 15 da
diferenciacdo em placas contendo Geltrex™, formando uma malha e em
batimento. Apds esse dia, foram singularizados com solugéo de colagenase a
1mg/mL por 60 minutos e replaguados em placas de 96 wells (TPP). A leitura
dessas placas de 96 wells foi feita juntamente ao CEFAP-USP através do
equipamento InCell (GE) para aquisicdo de imagens em larga escala (High

Content Screening- HCS).

Western Blotting
As amostras proteicas foram extraidas utilizando-se de um tampdao que
contém HEPES ou RIPA. Utilizou-se Triton XD-100 1% como detergente fraco.

A amostras sofreram corrida eletroforética (30mA por cerca de 2,5 horas)
em gel de acrilamida 12% em tamp&o de amostra contendo DTT (dithiothreitol-
Life Technologies R0861) e posteriormente utilizando beta-mercaptoetanol. O
marcador utilizado para verificacdo do peso molecular foi o Kaleidoscope (#161-
0375 BioRad®©). O gel foi transferido para uma membrana PVDF (Trans-Blot
Turbo BioRad®©) a 12V 2,5A por 1 hora. A membrana foi bloqueada com BSA 5%
(bovine serum albumin- A7906 Sigma- Aldrich©) por uma hora a temperatura
ambiente. Foi feita a marcacéo para Pop3 (anti- Pop3 sc-168993- SantaCruz
Biotechnology®) 1:500 ou 0,01pg/ul e Rabbit anti-goat (AP106P- Merck®©) a
0,5.10-3 pg/pl. Também foram utilizados os anticorpos anti-Pop3- LS- Lifespan
LS-C145698, ProteinTech 11800-1-AP e abcam (ab76388 e abl156426).As
membranas também foram incubadas com anticorpos anti-cTNT (troponina
cardiaca- Abcam Ab-8295), HCN4 (Abcam Ab-32675), Nkx2.5 (Cell Signaling
8792S) e Cx43 (Abcam Ab-11370), SCNb5a (Santa Cruz Sc-271255) e Gapdh
(abcam ab-22555). Todos esses anticorpos foram incubados overnight a 4°C. Os
respectivos anticorpos secundarios conjugados a HRP (do inglés, “horse
seradish peroxidase” foram empregados na concentragdo de 1:2000. A
revelacdo das imagens foi feita pelo emprego de ECL (método

quimioluminescente). As imagens foram obtidas no equipamento ImageQuanti
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LAS 4000 mini (GE®©). A quantificacdo das bandas foi feita por meio do programa
ImageJ (Fijilmage®).

Citometria de fluxo

Foram utilizados quatro métodos de marcacao para citometria em um
clone (nomeado de C2) transfectado com o plasmideo para superexpressao de
POPDC3. Os métodos diferem em relacdo aos reagentes das etapas de fixacao
e permeabilizacdo. Trés dos quatro protocolos ja sdo estabelecidos: 1) Método
1 (protocolo de marcacdo de proteinas intracelulares- R & D); 2) Método 2
(protocolo de marcacao de proteinas intracelulares- abcam — formol); 4) Método
4 (protocolo de marcacédo de utilizado na técnica de Imunofluorescéncia- vide
item 2.6.2). O método 3 € empregado em nosso laboratério para marcacao de
proteinas intracelulares. Nesse protocolo a fixacdo é feita com PFA1% a
temperatura ambiente por 5 minutos. A seguir as amostras foram
permeabilizadas com metanol 90% a 4° C por 10 minutos. Apés 2 lavagens com
PBS, as amostras foram incubadas com o anticorpo primario em BSA 1% a4’ C
por 35 minutos. Apds duas lavagens com uma solucao de triton 0,1% em BSA
1%, as amostras foram incubadas com o anticorpo secundario em triton 0,1%
em BSA 1% a 4° C por 30 minutos. O anticorpo secundario foi lavado por trés
vezes com uma solucdo de triton 0,1% em BSA 1% e o sobrenadante foi
ressuspendido em BSA 1% até a leitura (que foi feita imediatamente o processo
de marcacao). Para o procedimento, as células foram dissociadas utilizando
tripsina e foram separadas 2. 105 células para cada condicdo, exceto para o
método 3 em que foram utilizadas 3.105 células. Para todos os métodos o
secundario utilizado foi Goat Anti-Rabbit Alexa 488, cuja fluorescéncia é emitida
no comprimento do verde (que corresponde a leitura do FL-1) no citbmetro.

Células empregadas

Foram utilizadas células-tronco pluripotentes induzidas humanas
(hiPSCs) derivadas de fibroblastos da pele. Tais células foram utilizadas apés
consentimento da doadora e seguem 0 mesmo protocolo aprovado pela
CAPPesq (055/11) - Anexo A. Além disso, foram utilizadas células HEK-293T
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apenas para treinamento das técnicas, validacéo dos anticorpos utilizados e para
verificacdo da eficacia de transfeccdo dos plasmideos.

3.1.1. Cultivo celular hiPSCs

As células utilizadas nesse trabalho foram originarias de fibroblastos da
pele que sofreram reprogramacéao nuclear com os genes OCT4, SOX2, KLF4 e
CMYC utilizando-se o um vetor viral encapsidando um plasmideo Stemcca [6],
desenvolvido e doado gentilmente por Dr. Gustavo Mostoslavsky ao nosso
laboratario.

No cultivo de hiPSCs foi empregado meio E8 suplementado com trocas
diarias. A dissociacdo das células é feita através do uso de Versene®, e o
plagueamento é feito apds preparo da placa com Geltrex (12,5M), como coating
nao celular. No caso das células modificadas geneticamente, houve tentativa de
transfeccao utilizando dois processos distintos: reagente lipofectamina 3000 ou
eletroporacdo (kit Keon 24). Adicionalmente tais células sofreram infec¢cdo com
lentivirus contendo as sequéncias dos plasmideos para superexpressao de
POPDC3 e para inibicdo de PODPC3 (shRNA).

3.1.2. Cultivo celular 293t

O cultivo de células de origem humana, como a 293t se deu devido
a necessidade de testar a eficacia da superexpressdo e inibicdo pelos
plasmideos adquiridos. (Vide item Plasmideos utilizados- item 2.8). As células
293t foram transfectadas pelo emprego do reagente Lipofectamine 3000,

seguindo as indicacdes do fabricante.

Estas células foram cultivadas na sua forma aderida, bem como em
suspensao. Para o cultivo das 293t aderidas foi utilizado meio DMEM High com
10% BCS (Hyclone). J& em suspensdo, estas células sofrerdo adaptacdo
(retirada gradativa do soro- de 10% BCS para 0% BCS) e introducéo de meio
para cultivo CDM4 sem soro (Invitrogen). Originalmente, esse meio sem soro €
utilizado para cultivo em suspensdo de células CHO (células de ovario de

hamster chinés). O processo de adaptacéo seguiu da seguinte forma:
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Tabela 1: Diminui¢do gradativa do soro no cultivo das células 293t em suspensao

Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 3 Dia 6 Dia 7

Soro 10% 5% 25% 125% 1% 0%

No dia 9 do processo de adaptacao, foi realizada citometria para avaliar o
nivel de expressdao dos marcadores dTomato (referente ao plasmideo de

superexpressdo) e EGFP (referente ao plasmideo de inibicdo).

Plasmideos utilizados

Os plasmideos adquiridos séo bicistrénicos, ou seja, tem co-expressao de
proteinas fluorescentes. Além disso, fazem parte do sistema TET3G, ou seja,
sua expressao é induzida por tetracilinas, utilizando-se o mecanismo Tet-on.
Tais plasmideos foram adquiridos da Empresa Cyagen Company- Vector Builder
© ou foram modificados a partir de um plasmideo utilizado em estudo anterior no

Mont Sinai (Figura 10).

O sistema de inducao Tet-on foi empregado como alternativa para estudo
da superexpressdo/ inibicdo de Popdc3 na diferenciacdo, pois é indutivel e
reversivel. Nesse sistema, da proteina transativadora da tetraciclina (tTA), que é
criada pela fusdo de uma proteina, TetR (repressora de tetraciclina), encontrada
na bactéria Escherichia coli, com o dominio de ativagdo de outra proteina, VP16,
encontrada no Herpes Virus Simplex € usada para controlar a expressao de um
transgene (nesse caso 0 gene POPDC3, para superexpressao, ou o shRNA-
POPDCS3 para inibicdo). Quando da adicédo de doxiciclina (uma tetraciclina), ha

um efeito de ativacéo da transcricdo dos transgene.
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Além do plasmideo de superexpresséo (de aqui em diante denominado
como pExpressao), dispomos de um plasmideo de inibicdo (de aqui em diante
denominado como plnibi¢cdo), também com promotor induzivel. Ele funciona por
meio de sequéncias flanqueadoras ao shRNA (5’-miR 30 e 3’-miR30) [7] . Os
shRNA (do inglés short hairpin, sdo sequéncias que promovem o silenciamento
do gene-alvo por meio da ativacdo do complexo de destruicdo das sequéncias
de mRNA (RISC). O shRNA integrado ao genoma da célula do hospedeiro é
transcrito gerando um miRNA que seré processado pela Drosha em pré-miRNA.
No citoplasma ele € processado pela Dicer, em que a fita sense (passageira)
normalmente é degradada e a antisense serve como guia para o complexo RISC
encontrar a sequéncia de mRNA alvo complementar ao guia e destrui-la [8]. No
caso do plasmideo construido neste trabalho, as sequéncias flanqueadoras (5'-
miR 30 e 3’-miR30) serdo removidas durante o splicing, restando apenas o
shRNA funcional na célula. No caso do plasmideo para superexpressao de
POPDCS3 o sistema tet-on foi empregado na forma de dois plasmideos (um para
produzir o rtTA) e outro com o elemento responsivo ao rtTA (TRE3G), que possui

o0 marcador de fluorescéncia, dTomato.
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Figura 1: Esquema dos plasmideos indutiveis (tet-on) empregados nas células hiPS antes do dia 0 da
diferenciagéo para superexpressao de hPOPDC3.!

As células hiPS também foram infectadas por virus contendo plasmideo
para inibicdo de POPDC3, EGFP expresso constitutivamente, e ShRNA expresso
de forma condicional (somente na presenca de DOX). Esse plasmideo, trazido
do Mount-Sinai University foi trazido pelo post-Doc Rafael Dariolli e permite o
emprego do sistema tet-on com somente um plasmideo. Nesse caso, sO foi
necessaria uma droga para sele¢do, a puromicina. Foram criadas quatro
linhagens de hiPSC, cada uma contendo uma sequéncia de shRNA para
deplecdo do mRNA de POPDC3 humano (Tabela 2). A quarta sequéncia (sh4)
corresponde a mesma adquirida no caso dos plasmideos comerciais (sistema de
dois plasmideos- Vector Builder). Os shorthairpins contém uma sequéncia

sense —S e anti-sense AS que formam a estrutura de grampo de cabelo, apos

processamento pela Drosha e Dicer.

Em todos os casos de inibicdo do POPDC3, os plasmideos desenhados contém

EGFP como marcador de fluorescéncia. O que difere, € que no sistema de dois

1. Os dois plasmideos foram desenhados e adquiridos da empresa Vector Builder. O primeiro tet-on
confere resisténcia a higromicina. O segundo, aqui representado como hPOPDC3 contém o elemento TRE3G e
é ativado somente apés a acédo do plasmideo Tet-on (por acdo da DOX- tetraciclina). O plasmideo hPOPDC3
confere resisténcia a puromicina. Na presenca de DOX ocorre expressao do POPDC3 e expresséo de dTomato.

142



APENDICE A

plasmideos, as células precisam ser resistentes a higromicina e blasticidina ao
mesmo tempo, e no sistema de plasmideo Unico, apenas a puromicina. As

sequéncias utilizadas para KD de POPDC3 estéo listadas na Tabela 2.

+
(8984pb) j

Tet-on - 2 plasmideos

\
4 sequéncim SARNA tet-on
Tet-on - 1 plasmideo distintas de (960%pb)
thRNA POPDCY

Figura 2: Esquema dos plasmideos indutiveis (tet-on) empregados nas células hiPS antes do dia 0 da
diferenciacdo.? Detalhes dos elementos que comp&em os plasmideos estdo na nota de rodapé 3.

2 No painel superior estdo os dois plasmideos desenhados e que foram adquiridos da empresa Vector
Builder. O primeiro tet-on confere resisténcia a higromicina. O segundo, aqui representado como shRNA contém
o elemento TRE3G e é ativado somente ap6s a agdo do plasmideo Tet-on (por acdo da DOX- tetraciclina). O
plasmideo shRNA confere resisténcia a blasticidina. Na presenca de DOX ocorre expressao do shRNA e
expressao de EGFP. No painel inferior, um Unico plasmideo, que confere resisténcia a puromicina, é capaz de
ser indutivele carregar a sequenéncia de shRNA para POPDC3.Nesse caso apenas shRNA POPDC3 ¢ indutivel,
sendo o EGFP expresso de forma continua. Foram gerados 4 plasmideos com essa abordagem, contendo 4
sequéncias distintas de shRNA.

3pUC ori=origem de replicag&o do plasmideo (permite areplicagdo em numerosas copias e manutencao
na E. coli); promotor RSV= promotor do virus causador do Sarcoma de Rous(permite replicacdo do mRNA viral
independente de TAT); A5’ LTR= repeti¢coes terminais longas 5’ (permite a transcricdo e empacotamento do
mRNA viral); W= elemento empacotador (permite empacotamento viral); RRE=elemento da respostarev (permite
a exportacdo nuclear do mRNA viral dependente de Ver); cPPT= trato polipurina central (facilita a importacéo
nuclear do mRNA o HIV-1 por meio de uma alga de DNA). EF1A= promotor humano (fator de elongamento 1 alfa)
; TRE3G=promotor responsivo atetraciclina; Kozak= sequéncia de Kozak (atua nainiciagdo datradugéo); EGFP=
marcador proteico verde de fluorescéncia aumentada (do inglés “enhanced green fluorescent protein”)
(Aemiss&o=507nm); cDNA hPOP3= 4cido desoxirribonucleico complementar ao gene Popeye 3 humano; BamHI-
a-small-oligo-Xhol= sequéncia com sitios para as enzimas de restricdo BamHI e Xhol; P2A: molécula de ligacao
(do inglés “linker”, permitindo que a expressdo da molécula fluorescente s6 ocorra na presenga do inserto);
dTomato: marcador fluorescente com emisséo vermelha (Aemiss&o= 581nm); hPOP3 shRNA antisense = sonda
de RNA antisense (complementar ao gene POP3 humano, que inibe sua transcrigdo); 5miR30 e 3’ miR30=
sequencias flanqueadoras dos RNAs de inibicdo (shRNA) que serdo removidas por splicing. WPRE= Elemento
regulatério pos-transcricional do virus da hepatite Woodchuck (aumenta a expressao dos plasmideos); Promotor
PGK=promotor de camundongo da fosfoglicerato quinase 1; Ampicilina, blasticidina, higromicina e puromicina=
antibiéticos (marcadores de selegdo dos plasmideos); AU3/3’ LTR = repetigcdes terminais longas 3’ (permite a
transcricdo e empacotamento do mRNA viral); SV40 pA precoce= sinal de poliadenilacéo do virus simio 40.
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Tabela 2: Sequéncias senso (S) e antisenso (AS) dos quatro short-hairpins para POPDC3 humano- 58pb

Nome Sequéncia Alvo-NCBI

POPDC3_S | ccggGCTCCTTTATGTCTTCAGTTTctcgag NM_022361.3
1

AAACTGAAGACATAAAGGAGCtttttg

POPDC3 _ aattcaaaaaGCTCCTTTATGTCTTCAGTTTct NM_022361.3
AS 1 cgag

AAACTGAAGACATAAAGGAGC

POPDC3_ | ccggGGATTCTCCTGAGTGGGATTCctcgag NM_022361.3
S 2
GAATCCCACTCAGGAGAATCCrtttttg

POPDC3_ | aattcaaaaaGGATTCTCCTGAGTGGGATTC NM_022361.3
AS 2 ctcgag

GAATCCCACTCAGGAGAATCC

POPDC3_ | ccggGACATCAAAGTCTGAAATTTActcgag NM_022361.4
S 3
TAAATTTCAGACTTTGATGTCtttitg

POPDC3_ aattcaaaaaGACATCAAAGTCTGAAATTTAct NM_022361.4
AS_3 cgag

TAAATTTCAGACTTTGATGTC

POPDC3_ ccggCCAGACGATACTGTGATAAATctcgag NM_022361.3
S 4
ATTTATCACAGTATCGTCTGGtttttg

POPDC3_ aattcaaaaaCCAGACGATACTGTGATAAATc NM_022361.3
AS 4 tcgag

ATTTATCACAGTATCGTCTGG
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Apos a transfeccdo das hiPSCs com os plasmideos propostos, procurou-se
realizar selecdo por antibioticos, sendo eles a higromicina, puromicina e
blasticidina. Apos a selecdo, as células séo diferenciadas em cardiomiocitos

(CMs), para aquisicdo de parametros de comprometimento cardiogénico.

TransfecgOes

Transfecces por reagente Lipofectamine 3000

As células hiPSCs foram co-transfectadas com os plasmideos dos
sistema tet-on (sistema de 2 plasmideos) em placas de 24 pocos quando
atingiram a confluéncia de 80%: 1) Inducédo (Tet-on) + Superexpresséo
(pExpressdo POPDC3: dTomato3) Inducdo (Tet-on) + Inibicdo (plnibicéo-

POPDC3-shRNA:EGFP);

A insercdo dos plasmideos foi feita por meio do método de transfecgéo
pela Lipofectamine 3000 (Invitrogen), segundo as instru¢des do fabricante. As
células também foram transfectadas por meio da eletroporacdo, em que as
condicdes de choque foram determinadas apds padronizacdo com plasmideo

GFP (pGFF max-num. Cat 632370).

TransfeccBes por eletroporacdo

De maneira a tentar aumentar a eficiéncia de transfeccao, procedeu-se com a

eletroporacédo das hiPSCs. Foi utilizado o eletroporador (Neon® Transfection

System-Thermo Fisher) e kit Neon 24 (10uL- Thermo Fisher), e as condi¢cbes de
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choque foram padronizadas pela internalizacdo do plasmideo comercial pGFP

Max*e um plasmideo sem inserto (CAG) para simular o nosso plasmideo TET3G.

Durante a padronizacéo utilizou-se choques de 1400V a 1200V, com massas de
pGFP+CAG entre 2 a 4ug, com duracdo de 20ms e 2 pulsos. Em experiéncia
previa por um colega de nosso laboratério, havia a evidéncia de que a condicao
de 2ug (2ug total- 1,5ug de pGFP + 0,5ug de CAG) -1200V, 20ms e 2 pulsos
funcionava bem na eletroporacéo de iPSCs suinas, por isso testamos algumas
variacfes desta condi¢cdo nas células humanas (1000V-1100V-1200V-1400V;

20ms;1 ou 2 pulsos).

InfeccBes
Obtencdo das particulas virais

Foram feitas duas producdes virais distintas, na primeira, utilizou-se
plasmideos de terceira geracao para gerar as particulas virais. Nesse caso, as
particulas virais sdo obtidas através da transfeccéo dos plasmideos GAG, REV
e POL em células 293t. E necesséaria uma massa de 10ug de cada plasmideo
para a execucao da producéo de virus em larga escala. Plagueiam-se 10 placas
de 60 mm com 2x10° células HEK 293T por placa. No dia seguinte, coleta-se o
sobrenadante de cada placa em um tubo cénico de 50 mL, e centrifuga-se a 1000
rpom por 5 minutos em temperatura ambiente. Recoloca-se 3 mL de meio na
placa e deixar na estufa a 37°C por mais 24 horas. O sobrenadante coletado é

filtrado (filtro 0,45 um) e posto em tubo para ultracentrifugagéo (cacapa do rotor

4 Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V. Conforme disponivel em:
<http://bio.lonza.com/fileadmin/groups/marketing/Downloads/Protocols/Generated/Optimized_P
rotocol_56.pdf>.
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SW32Ti) a 23.00rpm por 4°C, break on por 90 minutos. Apés a centrifugagéo, o
sobrenadante das cacapas foi descartado e inativado em hipoclorito 0,1%. O
precipitado foi ressuspendido em 100uLde HBSS e mantido a 4°C até o dia
seguinte. No proximo dia as aliqguotas sdo preparadas contendo 10uLe
armazena-se a 80°C. Nesse mesmo dia, o mesmo procedimento de
ultracentrifugacéo é repetido para obter-se uma segunda coleta das particulas

virais.

Também foi feita uma segunda producdo de particulas virais, em que
plasmideos de segunda geracao foram empregados na geracao dos lentivirus.
Nesse caso, foram utilizados os plasmideos PM2G, pAX2 na producao dos virus
em 293t-HEK. Foram plagueadas 4 milhdes de células e foi feita transducao dos
plasmideos. Apés 48h o meio foi coletado e congelado a -80°C para ser utilizado

em hiPSCs.

InfeccBes com lentivirus do sistema tet-on (2 plasmideos)- Vector Builder

As hiPSCs foram infectadas com lentivirus contendo as sequéncias dos
plasmideos para superexpressao e inibicado indutivel do gene POPDC3 humano.
As particulas virais foram obtidas a partir de diferentes formas (Vide item abaixo).
Inicialmente, o protocolo de infeccéo viral ocorreu de forma que o plasmideo Tet-
on transduzisse as células juntamente com o plasmideo para inibicdo ou
superexpressao. Nesse caso, foi feito o plagueamento de 5.103 células/1,9 cm2
(pocos de 24 wells). No dia seguinte obtiveram-se aproximadamente 1.104
células /1,9 cm2, e foi feita a infeccdo com MOI=0,5. A inducéo da fluorescéncia
foi feita entre 3-6 dias apds a infecgcdo, através da adicdo de 1lpg/mL de

doxiciclina. Apdés o aparecimento de niveis de fluorescéncia visiveis ao
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microscopio de fluorescéncia, realizou-se um repique das células (para backup)
e com o restante foi feita a selecéo por antibidticos. Apés 27 dias de selecdo com
puromicina e higromicina em pulsos, as hiPSCs infectadas com o plasmideo de
expressao exibiram 32% de células dTomato+ (Figura 3), enquanto as hiPSCs
selecionadas com blasticidina e higromicina (infectadas com o plasmideo para

inibicdo) exibiram 58% de células EGFP+ (Figura 4).
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Figura 3: Metodologia de cultivo, selecdo e expansdo das hiPSCs co-infectadas pelos plasmideos
TET3G (MOI=0,5) e pExpressdo POPDC3 (MOI=0,5)
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Figura 4: Metodologia de cultivo, selecdo e expansdo das hiPSCs co-infectadas pelos plasmideos
TET3G (MOI=0,5) e plnibicdo do POPDC3 (MOI=0,5)

Além do método de co-infeccdo, também foi realizado o método de
infec¢do sequencial (no caso do plasmideo para superexrpressao) e de infeccéo
Unica (no caso do plasmideo para inibicdo- Mont Sinai).

InfeccGes com lentivirus do sistema Tet-on (1 plasmideo) - Mount Sinai

Somente foram infectadas células hiPS com o propdsito de knockdown de
POPDC3. Para isso, foram obtidos 4 tipos de virus contendo shRNAs anti-
POPDCS3, e seus plasmideos foram transduzidos nas hiPSCs. Nesse caso, na
producéao viral, foi feita somente uma coleta do meio das 293t-HEK (6mL a partir

de uma placa de 100mm de diametro). Foram aliquotados 300uL a -80°C para
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uso na infeccdo. Desses 300uL, somente 120uL foram adicionados as células
hiPSC -plaqueadas previamente 24h num poco de placa de 24 pocos (6.10%
células/poco) - em meio minimo (300uL) por 6h, com adicdo de polibreno
(Lug/mL). Na sequéncia, o volume de meio foi ajustado para 500uL por mais 18h.
Apos 72h foi visualizada a introducdo dos plasmideos por microscopia de
fluorescéncia (EGFP). Essas células foram submetidas a selecédo por um Unico

antibiotico: puromicina.

Dosagem de antibiéticos em hiPSCs

A selecdo das células por antibidticos € possivel devido a presenca do
gene de resisténcia a antibioticos. As doses utilizadas para selecdo foram
testadas pelo teste de viabilidade celular (MMT). O ensaio do MTT (Ensaio de
microcultura tetrazolium) baseia-se na conversdao do MTT (do inglés, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Amarelo) em seu produto
(violeta), em presenca de NADH. Somente células com viabilidade possuem
capacidade de produzir o produto violdceo. De maneira a encontrar uma dose
ideal para selecdo de hiPSC, ndo apenas baseada na literatura, realizou-se
ensaios de MTT com as células hiPS. O objetivo foi encontrar doses para a
selecdo (no caso da puromicina e da higromicina) e inducdo do plasmideo

Sistema TET3G (no caso da doxiciclina) pelo ensaio de viabilidade MTT [9].

Foram plaqueadas 10,6. 10* células /cm? em placas de 96 pocos e foram
tratadas por 2h, 24h, 48h e 96h com os antibioticos. Ao final do tratamento foi
adicionado ao meio de cultura das células a 20uL da solucdo de MTT
(0,5mg/mL). As células foram incubadas com o MTT por 2,5 horas na

incubadora. O sobrenadante foi desprezado e o conteudo restante foi
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ressuspendido em 200uL de DMSO. A leitura da absorbancia foi procedida a

540nm no equipamento Victor Wallac.

As doses testadas dos antibioticos seguem na tabela abaixo:

Tabela 3: Doses dos antibi6ticos testadas em hiPSCs para selecdo/ativacdo do sistema das células

transfectadas

1 0,2 50
2 0,3 100
3 0,5 150
4 0,7 200
5 0,8 250
6 1 300

As doses maximas de teste foram consideradas de acordo com a literatura
presente até o momento [10], [11]. O antibi6tico blasticidina néo teve suas doses
de selecao testadas pelo método do MTT, foi assumida que a dose de 300ug/mL
teria efeito sobre as células ndo transfectadas, dose ja testada previamente por
outros autores[12]. Para a puromicina, foram testadas doses menores do que
6pg/mL, pois ha evidéncia de nosso laboratério de que essa dose € capaz de

selecionar hiPSCs transfectadas.

As hiPSCs que foram transduzidas com 2 plasmideos ao mesmo tempo,
foram tratadas em pulsos (um dia com antibiéticos e outro dia sem antibiéticos)
para selecionar as células efetivamente carreadores dos genes para
superexpressao de POPDC3 ou que expressassem 0 shRNA para inibicdo do

POPDC3. As doses utilizadas para sele¢do de células com superexpressao
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foram administradas a partir do 4° dia da visualizacdo da fluorescéncia
(correspondente ao dia 8 do protocolo da figura 9) e seguiram até o dia 14 (4°
pulso). A partir dessa data, as células foram mantidas sem as drogas
(puromicina= 0,5ug/mL e higromicina= 25ug/mL) para expansao até o dia da
citometria (dia 27). As doses utilizadas para selecdo de células com POPDC3
inibido foram administradas a partir do 3° dia da visualizacdo da fluorescéncia
(correspondente ao dia 8 do protocolo da figura 10) e seguiram até o dia 18 (6°
pulso). A partir dessa data, as células foram mantidas sem as drogas
(blasticidina= 6,25ug/mL e higromicina= 25ug/mL) para expansdo até o dia da

citometria (dia 27).

Ja para as células transduzidas com apenas um plasmideo, apenas a
puromicina foi utilizada como droga de selecdo. A expressdo de EGFP é
constitutiva, ndo sendo necessaria a adicdo de doxiciclina para verificar a
expressao do plasmideo. As células iniciaram o tratamento com puromicina
(Lug/mL) a partir de 72 horas apos a infeccdo. Conforme obteve-se estabilidade
durante as passagens, foi possivel obter células selecionadas com até 5u/mL de

puromicina.

Citometria de fluxo com separagdo celular por fluorescéncia

Além da selecdo por antibiéticos, foi empregada a selecdo celular por
marcadores de fluorescéncia, no caso do sh4 (sistema de dois plasmideos),
selecionando assim somente eventos EGFP*. Cerca de 6 milhdes de células
foram levadas ao citbmetro da UNIFESP (FACS Calibur), submetidas a DOX. La
foram estabelecidos padrdes de granulosidade (SSC) e tamanho celular (FSC)

para as hiPSC sem modificacdo genética (branco). A amostra contendo células
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EGFP* foi selecionada e recolhida em tubo estéril, contabilizando cerca de
60.000- 400.000 células com 90% de pureza para o marcador EGFP*. A
expansado para experimentos de diferenciacdo ocorreu com emprego de
penicilina e estreptavidina 1% até que atingissem cerca de 4 milhdes de células
para que ocorresse a diferenciacado, sem DOX. Na diferenciacdo, uma parte das

células seria submetida a DOX e outra ndo, apos a selecao por FACS.

Diferenciacdo de hiPSCs em cardiomidcitos

A analise da expressao do gene selecionado a partir do experimento de
RNASeq foi observada também durante a diferenciacdo de hiPSC em

cardiomiocitos, através de metadados e in vitro.

O protocolo de diferenciacdo de hiPSCs em cardiomiécitos in vitro foi
esquematizado segundo a Figura 5. O protocolo utilizado utiliza diversas drogas
para diferenciacdo e gera cardiomidcitos batendo em placa no 9° dia ap6s o
inicio da diferenciacdo. A figura abaixo demonstra uma linha do tempo didatica

do protocolo que foi empregado, bem como os reagentes utilizados:
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Figura 5: Representacao temporal do curso da diferenciagédo de hiPSC em cardiomiécitos. O processo
é dividido em dias negativos (aqui representados em azul, como sendo ainda hiPSC até o dia 0). Ap6s o dia 0 ja
ha direcionamento cardiaco das células. As trocas de meio estédo representadas pelas setas e os reagentes
necessarios para cada etapa estéo listados acima da linha do tempo.

7

O protocolo € uma variagdo do protocolo utilizado pelo grupo do
pesquisador Sean Palecek, e leva em consideracéo ativacéo e inibicado da via da
Wnt, gerando cardiomidcitos que iniciam a contrair espontaneamente em placa

por volta do dia 9 (D9) do protocolo de diferenciacéo.
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As hiPSC foram cultivadas utilizando meio mTeSR em placas revestidas
utilizando 150ug/mL de Geltrex. O inicio da diferenciacdo se da quando ~90%
de confluéncia for atingida (cerca de 3 dois dias apés o dia de plagueamento).
No dia 0, as células foram lavadas suavemente com RPMI duas vezes e foi
adicionado RPMI suplementado com B27 (B27 Minus Insulin (50x), Gibco /Life
Technologies) sem insulina (RB-) contendo 9uM CHIR (InSolution ™ GSK-3
Inhibitor XVI, CHIR99021 - CAS 252917-06-9 - Calbiochem). No dia 1, 20-22
horas apés o inicio da diferenciacdo, metade do meio de cultura foi removido e
o volume total foi completado usando RB - com 20ng/mL de BMP4 (BMP-4, CF,
R & D Systems) e 9uM CHIR. No dia 2, as células foram lavadas utilizando RPMI
e foi adicionado RB- com 2,5uM de KY (KY 02111, Cayman Chemical Company)
e 2,5uM de XAV (XAV 939, Cayman Chemical Company). No dia 4, o meio foi
substituido por RB + Insulina (RB +) (usando Suplemento B27 (50x), (Gibco)
contendo 2,5uM de KY e 2,5uM de XAV. Nos dias 5 e 6 as células sdo mantidas
em RB+ (com trocas de meio diarias). A partir do dia 7 até ao dia 10 utilizou-se
meio RPMI contendo 213ug/mL de Vitamina C (acido L-Ascorbico, Sigma-
Aldrich) e 500ug /mL de albumina de soro bovino (BSA, Sigma-Aldrich) (CDM3).
Do dia 10 ao dia 20 utilizou-se CDM5- CDM3 + (suplemento antioxidante (1000x)
Sigma-Aldrich) + aminoacidos ndo essenciais (Gibco) foi usado+ 1% P/S
(penicilina estreptavidina)- no meio de cultura. A partir do dia 21, o meio foi

trocado a cada dois dias.

No caso das células contendo o plasmideo para inibicdo de POPDC3
(Mont-Sinai), a diferenciacao foi feita na presenca da doxiciclina. Em todos os
experimentos a DOX foi adicionada aos controles, a fim de averiguar os efeitos
exclusivos do knockdown, e ndo da DOX. O RNA foi coletado nos dias 0, 8, 10,
12 e dia 15 para quantificar os marcadores, indicadores de comprometimento
cardiogénico. As proteinas foram coletadas no 10° dia da diferenciacdo e a
marcacao de imunofluorescéncia foi feita no 20° dia de diferenciagdo das células.
Alguns videos foram gravados a fim de verificar a taxa de contratilidade celular

durante a diferenciacéo.
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Processamento de videos de cardiomidcitos derivados de hiPSC

Os videos foram gravados em microscopio optico em aumento de 100X,
utilizando-se de uma céamera Nikon, e salvos em formato .avi. O software
utilizando para calcular a frequéncia de batimento foi desenvolvido por William
Scaff (aluno de doutorado da USP-POLI). A frequéncia de batimento é calculada
como 0 numero de vezes por minuto em que um conjunto de pixels (blocos
realiza um trajeto ciclico. Para cada video, cerca de 20 blocos séo selecionados
na imagem e a frequéncia de batimento deles foi plotada de forma individual. O
valor médio dos blocos foi considerado como frequéncia de batimento do video

correspondente.

Processamento de imagens de cardiomidcitos derivados de hiPSC

As imagens de microscopia confocal obtidas a partir das diferenciacées
de hiPSC em cardiomidcitos no 20° dia, foram fotografadas pelo equipamento de
HCS localizado no ICBIII-CEFAP em aumento de 200X. As fotos contém 3 canais
correspondentes aos comprimentos de onda de 488nm, 358nm (DAPI) e 555nm.
A analise das imagens foi feita através de software desenvolvido por William
Scaff (POLI-USP), seguindo os mesmos principios do artigo jA publicado
anteriormente[13]. As mascaras foram criadas para marcacdes nucleares e
citoplasmaticas. As intensidades minimas de marcacdo foram definidas
(threshold) e assim, somente o0s pixels com marcagcdo mais intensa foram
considerados, a imagem foi entdo binarizada. Atraves das coordenadas dos
pixels, foi possivel determinar células duplamente positivas para os marcadores
considerados. A marcacdo dos marcadores foi considerada somente em

cardiomiocitos (CTNT™).
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4. Resultados

Modificagdo genética em hiPSC para inibi¢ao e superexpressdao de POPDC3 humano
Otimizacdo de doses de selecdo de hiPSC por antibidticos

Os resultados abaixo mostram que as drogas (puromicina e higromicina)
tém efeito de reduzir a viabilidade logo apds sua adigdo na dose de 1 a 6ug/mL
para a puromicina e de 50 a 300ug/mL para a higromicina (com duas horas ja ha
reducdo da viabilidade). As doses maximas foram estabelecidas pela literatura.
Entretanto, para a doxiciclina ndo foi observado tal fenémeno, ela se assemelha

ao controle, conforme o desejado (Figura 6).

Figura 6: Microscopia de contraste de fase de células hiPSCs tratadas com antibiéticos por 48h. (A)
hiPSCs controle. (B) hiPSCs tratadas com 0,2ug/mL de doxiciclina. (C) hiPSCs tratadas com lug/mL de
puromicina. (D) hiPSCs tratadas com 50ug/mL de higromicina. Aumento de 40X.

As doses de doxiciclina testadas demonstram que o crescimento das
células nao foi afetado pelo emprego da droga (em todas as doses testadas).
Dessa forma, utilizamos a dose maxima (Lug/mL) para induzir a expressao dos

genes contidos nos plasmideos- Figura 7.

A dose de tratamento com higromicina escolhida foi de 50ug/mL para a
selecdo das células transfectadas com o plasmideo de indugédo do sistema

(pPTET3G)- Figura 8. J&, dose de tratamento com puromicina escolhida foi de
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2ug/mL para a selecéo das células transfectadas com o plasmideo de expressao

(pExpressdo POPDC3: dTomato)- Figura 9.
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Figura 7: Ensaio de viabilidade celular em hiPSCs tratadas com doxiciclina.
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Figura 9: Ensaio de viabilidade celular em hiPSCs tratadas com puromicina.
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Transducdo de hiPSC por Lipofectamine 3000

Baixas taxas de transfec¢éo foram obtidas 48h apos a transfecgdo com o
reagente Lipofectamine 3000, sendo que apenas 3,41% das células
internalizaram o plasmideo TET3G e o plasmideo Expresséo e apenas 1,97%
internalizaram o plasmideo TET3G e o plasmideo plnibi¢do- (Figura 10 e Figura
11). Ap6s 72h foram adicionados antibiéticos de selecédo e todas as células
morreram. O procedimento foi repetido por duas vezes, obtendo-se resultados

semelhantes. Portanto, partiu-se para outra abordagem de transfeccéo.
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Figura 10: Avaliacdo das porcentagens de hiPSCs

superexpressao e inibicdo do POPDC3.
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Figura 11: Avaliagdo da eficiéncia da transfecgédo de hiPSCs por fluorescéncia. Imagens obtidas em
dois aumentos (40X e 100X).
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Transfeccdo de hiPSC por eletroporacdo

A padronizacdo da intensidade de choques, numero de pulsos indica que as
melhores condi¢des sdo de (1200V, 20ms e 1 pulso) e (1100V, 20ms, 2 pulsos),
pois sdo as mais viaveis (mais fluorescente e com mais células aderidas) -

(Figura 12).

1000V,20 mse 1p 1000V20mse 2p
5 A - -

1100V20mselp 1100V20mse 2p

1200vV20mse 1p 1200V20mse 2p

1400V 20mse 2p

Figura 12: Microscopia de fluorescéncia de células hiPSs eletroporadas com plasmideo GFP e CAG
(2ug total). Aumento de 40X.

Verificamos que os eventos que possuem perfil de células viaveis (alto FSC e
meédio-alto SSC) e que se encaixam no Gate P1 correspondem a 63,4% nha
condicdo 1200V, 20ms e 2 pulsos e apenas 22,8% na condi¢cdo 1100V, 20ms e

2 pulsos. Apesar de a porcentagem de células positivas para GFP (FL-1), ter
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sido maior 1100V, 20ms e 2 pulsos (56,7%) do que em 1200V, 20ms e 2 pulsos
(51,2%), escolhemos a ultima por se mostrar mais verde no geral (ou seja, 56,7%
X 22,8% < 63,4% x 51,2%). Portanto, escolhemos a condicéo de 1200V, 20ms e
2 pulsos com 2ug de material para os experimentos com os plasmideos para 0s

experimentos subsequentes (Figura 13).
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Figura 13: Citometria de fluxo das células hiPSCs. Comparagdo entre as porcentagens de eventos
gﬁlssig\sl.os para GFP (FL-1) na condic&o de eletroporagdo de 1200V, 20ms e 2 pulsos versus 1100V, 20ms e 2
Os resultados obtidos com os plasmideos de interesse (vector builder),
demonstram que grande parte das células ndo suporta o choque com 2ug de
plasmideos maiores que o GFP (3kb). Os plasmideos adquiridos (pExpressao e

plnibicdo) tém por volta de 9kb, portanto, e sdo 3 vezes maiores que o pmaxGFP.
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Foi feita uma repadronizacdo para a co-transfeccao dos plasmideos de inducao
do sistema Tet-on e para superexpressao (considerando viaveis os choques com
1200V, 20ms, 1 pulso e 1ug de DNA total). O tratamento com antibiéticos foi feito
nas doses abaixo (que correspondem a um quarto da dose testada pelo método

do MTT)-Tabela 4 ,porém houveram poucas ceélulas sobreviventes.

Tabela 4: Doses utilizadas de antibioticos de selecdo em hiPSCs eletroporadas.

0,5 ‘ 2,5 ‘ 12,5

Apesar de todos esforcos, as células demoraram 48 horas para se
recuperar da eletroporacdo e mediante a adicdo de antibidticos ndo tivemos
nenhuma populacao resistente, apds 96 horas de tratamento com antibidticos-

Figura 14.

Contraste de fase dTomato

Apos 48h da
eletroporacio

Apos 96h
Do inicloda
selecio

Figura 14: Células-tronco humanas de pluripoténcia induzida que foram eletroporadas (1200V, 20ms e
1 pulso) com 1,5ug de massa de plasmideos total. A selecdo com puromicina foi prejudicial as células (imagens
inferiores).
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Devido a baixa taxa de sobrevivéncia células apds a eletroporacéo e
selecdo por antibidticos, foram empregadas particulas virais contendo os

plasmideos para infectar as hiPSCs.

Infeccdo de hiPSCs por particulas virais

A infeccdo por lentivirus se mostrou a alternativa mais adequada para
realizar knock-in e knockout do gene POPDC3, pois nesse caso foi possivel
estabelecer a selecdo das células com fluorescéncia, e consequentemente
contenham expressao do inserto de interesse (ShRNA no caso da inibicdo e o
MRNA do POPDC3 humano no caso da superexpressdo). No caso de co-
infeccdo dos dois plasmideos comerciais, as doses de antibidticos utilizadas
para selecionar as células - Tabela 5) que continham os dois plasmideos foram
estabelecidas segundo experimento de viabilidade células.

As células foram infectadas, um dia apés o plaqueamento, com particulas
virais. Para visualizacdo da fluorescéncia, foi adicionada a doxiciclina 3-4 dias
apos a infeccao. O aparecimento da fluorescéncia se deu dois dias ap6s 0 uso
da doxiciclina, e esperou-se quatro dias para inicio a selecdo por antibioticos.
Tanto para as hiPSCs com superexpressdao de POPDC3, quanto para as que
tém o POPDCS3 inibido, o processo de selecdo ocorreu cronologicamente de

forma semelhante.

Tabela 5: Doses utilizadas na sele¢cdo de hiPSCs infectadas pelo sistema tet-on de dois plasmideos

0,5 \ 6,25 \ 25

No caso das células com superexpressao, as células foram co-selecionadas
utilizando-se higromicina e puromicina e no caso das células com inibicdo de
POPDC3, as ceélulas foram co-selecionadas utilizando-se higromicina e
blasticidina. A morfologia celular e as intensidades de fluorescéncias foram

registradas ao longo do tempo e constam nas Figura 15 e Figura 16.
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Figura 15: Acompanhamento da fluorescéncia das hiPSCs infectadas com o lentivirus para
superexpressdo de POPDC3 (dTomato*). A esquerda é possivel verificar a porcentagem de células fluorescentes
ap6s 27 dias de selegdo em pulsos (a citometria tem correspondéncia com a foto do Dia 35).

Figura 16: Acompanhamento da fluorescéncia das hiPSCs infectadas com o lentivirus para inibicdo de
POPDC3 (EGFP*), sistema tet-on de dois virus. A esquerda é possivel verificar a porcentagem de células fluorescentes
apos 19 dias de selegéo.

Os experimentos de transducdo de hiPSCs com plasmideos tet-on (dois
plasmideos distintos, um para o sistema, e outro com marcador fluorescente e
com o transgene) proporcionaram obteng¢ao de populagdes (“pools”) com 32%
de células dTomato* e com 58% de células EGFP*. Esse resultado foi possivel

através da co-selecdo por antibidticos higromicina e blasticidina no caso do
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knockdown, e higromicina e puromicina no caso do da superexpressdo de
POPDC3. Devido aos baixos niveis de pureza obtidos com as co-selecdes

(Figura 17), alguns experimentos de clonagem foram delineados (por diluicdo
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limitante e por pick colony- Figura 18), porém foi erificado pouca viabilidade

celular e diferenciacéo espontanea.

Figura 17: Experimentos de viablidade celular de hiPSC selecionadas por blasticidina e higromicina,
que contém shRNA para inibicdo de POPDC3 (sh4)- sistema tet-on de dois plasmideos com EGFP expresso
mediante adi¢cdo de DOX (n&o constitutivo).

As células EGFP* parecem estar excluindo ou suprimindo a expresséao de
EGFP (com caracteristica de populacédo mista, sem col6nias definidas).

Os experimentos de sele¢&o de clones por pick colony geraram subclones eGFP
positivos (11.1%)- (n=1 em 9), partindo-se de célula Unica. A eficiéncia de
clonagem foi baixa (apenas 9 pocos dentre 384 demonstraram crescimento para

expansao celular. A presenca de naive-cells (células pequenas com crescimento
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em colbnias com bordas definidas e relacdo nucleo citoplasmatica elevada)
ocorreu somente em um terco dos clones que foram expandidos, indicando que
0 estado primed-cells (células com maior grau de
comprometimento/especificacdo em alguma linhagem, que crescem de forma

mais esparsa em cultivo in vitro) foi mais proeminente, sugerindo que houve

diferenciacdo espontanea.

SCO05 SC06

Figura 18: Clones obtidos em experimentos de pick colony de hiPSC contendo o plasmideo para
inibicdo de POPDC3 humano.®

Além disso, devido a presenca de marcadores fluorescentes, houve
tentativa de separacdo das células por FACS, porém houve perda das

porcentagens de células fluorescentes apds plagueamento para a diferenciacéo.
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Cerca de 6 a 8 milhdes de células hiPSC geneticamente modificadas® para
conter as sequéncias de sh4-POPDC3, foram levadas até o FACS (citbmetro de
separacao de células por fluorescéncia), apos tratamento com DOX por pelo
menos dois dias. As células haviam sido previamente selecionadas através de
dois antibiéticos (higromicina e blasticidina). O nivel de pureza exigido foi maior
que 90% apods o experimento de selecdo. Cerca de 10-40% das células
retornaram a cultura celular, mediante tratamento com antibiéticos (penicilina e
estreptomicina-1%) por 2 dias. A expansao celular ocorreu de forma a manter
um pogo com DOX, que foi mensurado no momento do plagueamento das
diferencia¢cdes. Em todos os casos, o0s niveis de expressdo de EGFP decairam
apos a expansao celular (52%, 80% e 30%), porém, mesmo assim foram feitos

os plagueamento das diferenciacdes.

5 As células hiPSC foram infectadas com virus contendo plasmideo Tet-on (responsivo
a DOX e que confere resisténcia a higromicina) e outro para inibicdo do POPDC3 (que contém
TRE3G, sendo ativado pelo primeiro plasmideo na presenca de DOX) e conferindo expresséo
de shRNA-4 POPDC3 e EGFP as hiPSCs.
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Apesar disso, algumas células provenientes do sorting celular (EGFP* e
gue continham o shRNA) foram postas a diferenciar. Os dados referentes a
morfologia dos cardiomiécitos obtidos nesses experimentos estdo resumidos na

Tabela 6 do Item Diferenciacédo das hiPSC modificadas geneticamente.

As células hiPS também foram infectadas por virus contendo plasmideo
para inibicdo de POPDC3, EGFP expresso constitutivamente, e ShRNA expresso
de forma condicional (somente na presenca de DOX). Esse plasmideo, trazido
do Mout-Sinai University foi trazido pelo post-Doc Rafael Dariolli e permite o
emprego do sistema tet-on com somente um plasmideo. Nesse caso, so foi
necessaria uma droga para sele¢do, a puromicina. Foram criadas quatro
linhagens de hiPSC, cada uma contendo uma sequéncia de shRNA para
deplecdo do mRNA de POPDC3 humano. A producdo de particulas virais por
células HEK-293t foi observada em microscopio de fluorescéncia- Figura 19.

—
100 pm

Figura 19: Producéo de lentivirus para inibicdo de POPDC3 humano por células HEK-293t.5

A selecédo das células hiPS transduzidas por lentivirus contendo plasmideo para
inibicdo de POPDC3 humano, correspondentes ao sistema de 1 plasmideo
anico, ocorreu através do antibiético puromicina (1pug/mL) e observamos células

hiPSC eGFP durante a selecéo- Figura 20.

6 Figura 19: Producao de lentivirus para inibicdo de POPDC3 humano por células HEK-
293t.

A- Microscopia de contraste de fase de células HEK-293t transfectadas com plasmideos
para geracao das particulas virais. B- Microscopia de fluorescéncia para observacao do EGFP,
foto obtida sem adi¢do de DOX.
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Figura 20: Transducé&o de lentivirus contendo plasmideo para inibigdo de POPDC3 (sh2).”

Também foi possivel passar as células no citbmetro para determinar o
grau de pureza de células EGFP+ (. A porcentagem de células EGFP+ foi de
aproximadamente 60% (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.) para
todos os quatro shorthairpin selecionados com puromicina a 1ug/mL. Apesar de
nao ser 100% puras, ndo se observou morte celular apos adicdo da droga,
enquanto que no controle ndo havia mais viabilidade. A intensidade de
fluorescéncia no filtro FL-1 (correspondente ao EGFP) demonstra que houve um

aumento de cerca de 10X de EGFP apds a sele¢gdo com puromicina.

7 A- Microscopia de contraste de fase de células hiPSC transduzidas com particulas
virais. B- Microscopia de fluorescéncia para observacéo do EGFP, foto obtida sem adicéo de
DOX.
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Figura 21: Citometria de fluxo de células hiPSC, visualizadas segundo sua granulosidade (SSC-A) e
fluorescéncia no comprimento de onda do EGFP (correspondente ao filtro FL-1).8

Acreditamos que a populacdo estava pura, porém algumas células
removeram a proteina EGFP por ser toxica para a célula, como ja foi observado
por outros autores [14]. Algumas diferenciaces foram executadas com essas 4
linhagens, cada uma contendo um shorthairpin, a fim de estabelecer o mais
eficiente para diminuir a expressdo de POPDCS3, ou seja, tais células seguiram
sem ou com DOX desde o inicio da diferenciacdo (dia -2) até o 10° dia da

diferenciacao.

8 A- Células hiPSCs sem shRNA; (B-E) - Células hiPSCs com shRNA para inibigdo de
POPDCS3- sendo 4 sequencias distintas; F- Histograma do nimero de células de todos os grupos
e suas intensidades de fluorescéncia em FL-1
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Diferenciacdo das hiPSC modificadas geneticamente

Diferenciacdo das células transduzidas com plasmideos tet-on para knockdown

de POPDC3- 2 plasmideos

As células hiPSCs gque sofreram sorting (pertencentes ao sistema de dois
plasmideos tet-on, foram selecionadas com combinagdo de higromicina e
blasticidina e por FACS- restando pureza maior que 90% de EGFP+). Estas,
foram diferenciadas em cardiomiocitos seguindo o protocolo de diferenciacao,
utilizando 6puM de CHIR em todas as diferenciagdes (n=3). O processo foi

executado com um pool de células9 EGPF* e ndo EGPF* no mesmo cultivo.

As células EGFP* (contendo o shRNA ativado por DOX) foram capazes
de permanecer aderidas até o final do protocolo de diferenciacdo (dia 8), e
aparentemente mostram-se menos maduras durante o processo em relagéo as
células ndo EGFP+ (n=1 e n=2). Tabela a seguir resume os achados de cada

uma dessas diferenciacoes:

9 Aproximadamente 50% das células contém shRNA ativado por DOX, e
portanto, se mostram EGFP+ (quando visualizadas por microscopio de
fluorescéncia ou por citometria) e aproximadamente 50% das células que néo
contém o shRNA, e que portanto quando cultivadas na presenca de DOX néo
sao EGFP*.
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Tabela 6: Resumo dos achados morfolégicos dos hiPSC-CMs provenientes do sorting de células
EGFP+ (tet-on com dois plasmideos)

Diferenciagdo Porcentagem Resultado
de células
EGFP+
1 52% Células com shRNA ativo apresentam

contratilidade inicial no mesmo dia das células
sem shRNA ativo (dia 6). Apés o dia 10, as
células com shRNA ativo apresentam
frequéncia de batimento superior a daquela
observada pelas células com shRNA inativo

2 80% Células com shRNA ativo apresentam
contratilidade atrasada (dia 9) em relacéo as
células com shRNA inativo (dia 8). Apenas
houveram beating foci na condigdo com
shRNA ativo, enquanto a placa toda
apresentava contratilidade na condi¢éo do
shRNA inativo.

3 30% Células com shNRA ativo apresentam
contratilidade no dia 8 em comparagéo com a
condicdo com shRNA inativo (sem
contratilidade aparente no mesmo dia da
diferenciacao).

Observamos uma tendéncia (n=1 e n=2) de imaturidade na contratilidade
celular na condicdo em que o shRNA estd ativo, pois a frequéncia de batimento
das células com DOX era superior as células controle, e também iniciaram a
contracao antes dos controles. Essas observagdes podem indicar que a inibicéo
do POPDC3 pode afetar a contratilidade celular. A conclusdo da terceira
diferenciacéo (n=3) pode ter sido oposta em relagéo ao n=1 e n=2, devido a baixa
porcentagem de células EGFP* (assim o efeito do shRNA esta diluido e as

células contraem normalmente).
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Diferenciacdo das células transduzidas com plasmideos tet-on para knockdown

de POPDC3- 1 plasmideo Unico

Ao final da selecdo com puromicina, na dose de 1ug/mL por 15 dias, foi
possivel iniciar diferenciacdbes com cada um os quatro shRNAs a fim de
estabelecer qual deles melhor depletava a expresséo de POPDC3. A
diferenciacdo foi conduzida de forma que cada shRNA foi comparado na
condicao sem DOX e com DOX até o 10° dia da diferenciacdo. O PCR demonstra
que o shl é capaz de diminuir a expressdo de POPDC3 em cerca de 13% no dia
10 da diferenciacao, enquanto que o sh2 é capaz de reduzir em 42% a expressao
de POPDC3 no dia 10. Os sh3 e sh4 ndo foram capazes de diminuir a expresséo

de POPDC3 de forma significativa. (Figura 22)

Expressao POPDC3- dia 10
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Figura 22: Expressdo de hPOPDC3 (RT-PCR) no 10° da diferenciagcdo de CM-hiPSCs oriundos de
linhagens modificadas por shl e sh2. (n=2)

Além desses parametros de frequéncia, foi possivel sugerir a presenca de
alguns marcadores da cardiogénese (n=2) por Western Blotting nas células com
shorthairpin 1 e 2, ativados (DOX) ou sem DOX (CTRL) no 10° dia de

diferenciacdo (Figura 23). A expressdo de cTNT foi diminuida em shl DOX,

173



APENDICE A

indicando que as células com diminuicdo de POPDC3 podem estar menos
diferenciadas em relacdo a mesma linhagem CTRL. A expressdo de NKx2.5 esta
em meédia 2,84 vezes menor no grupo shl DOX em relacéo ao seu controle (shl
CTRL). J4, no caso do sh2, a expressao de Nkx2.5, esta aumentada em sh2
DOX em relacdo ao seu controle (sh2 CTRL), em 1,57 vezes, em meédia. A
expressdo de Cx43, esta menor em shl DOX em relacédo ao seu controle (shl
CTRL), em 35%, em média. Ja no caso de sh2, a expressdo de Cx43 esta
levemente aumentada em 24% aproximadamente em sh2 DOX, quando
comparado ao seu controle (sh2 CTRL). A expressdo de HCN4 esta maior no
grupo sh2 DOX, em média, cerca de 1,78 vezes em relacdo ao grupo controle

(sh2 CTRL).
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Figura 23: Expressdo de marcadores cadiogénicos em hiPSC-CMS em 10° dia de diferenciacéo, oriundos das
linhagens WT, sh1 e sh2 por Western Blotting.(n=2)
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Tabela 7: Expresséo relativa de proteinas cardiacas em hiPSC-CMs no 10° dia da diferenciagéo. (Fold
change em relagéo ao WT)

WT  WT+DOX SH1  SH1+DOX SH2  SH2+DOX

CTNT 1 0,78 1,62 0,68 1,1 1,2
NKX2.5 1 1,07 3,37 1,14 3,5 5,5
Cx43 1 0,78 1,34 0,88 1,48 1,59
HCN4 1 0,91 0,39 1,57 0,52 0,74

Com base em todos os dados apresentados até o momento, 0s shortpins
1 e 2, que foram os mais eficazes em diminuir a expressdao de POPDC3, podem
sugerir que afetem o comprometimento cardiogénico (Tabela 7). Entdo, as
células com shl e sh2 foram superselecionadas com puromicina de 5ug/mL, a
fim de evidenciar ainda mais as diferencas observadas entre células tratadas
com DOX e sem DOX (CTRL), pois a quantidade de cépias do plasmideo

presente em cada célula influencia diretamente na capacidade de knockdown.

Assim sendo, as hiPSCs shl e sh2 superselecionadas (puromicina
5ug/mL) foram postas a diferenciar até o 12° e 15° dia da diferenciacao para
aquisicdo de fendtipos. A fim de averiguar qual momento a adicdo de DOX
proporciona o knockdown mais proeminente, adicionamos a DOX em diversos
momentos das diferenciacdo -dia -2(correspondente ao plagueamento), dia 5 (5°
dia apés o inicio das drogas e meios diferenciais) e dia 8 (8° dia apds o inicio
das drogas e meios diferenciais) e mensuramos a expressao de POPDC3 por
gPCR- Figura 24. Foi observado que shl foi capaz de diminuir a expresséo de
POPDC3 em apenas 4% no 12° dia da diferenciagdo, quando na presenca de
DOX desde o dia 8 da diferenciacdo. Ja para o sh2 a reducdo observada quando

da adicdo da DOX desde o dia 8 foi de 46% em relagdo aos seus respectivos
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controles sem DOX. Assim sendo, 0 sh2 se mostrou a sequéncia mais eficiente
em promover o knockdown de POPDC3, durante a diferenciacdo de hiPSC em

cardiomidcitos.
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Figura 24: Nivel de expressdo de POPDC3 no 12° da diferenciagéo (A) e no 15° dia da diferenciagéo (B),
mensurado por gPCR. (n=3). Sem diferenca estatistica considerando testes T de Stundent e intervalos de
confianca de 90%.

Durante a diferenciacdo, observamos que a morfologia das células
diferenciadas se compara com células controle (sem modificacdo genética), e o
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inicio dos batimentos também foi semelhante ao controle (WT). Pode-se sugerir
que com a presenca de POPDC3 a frequéncia de contracao celular observada
nas células sh2 DOX8 € menor que no controle (WT) durante todos os momentos
avaliados da diferenciacéo-Figura 25. Dentre as células com DOX desde o dia 5
da diferenciacdo, aquelas que possuem o sh2, tem menor frequéncia de
contracdo observada no dia 11 da diferenciacao (seta preta). A menor frequéncia
observada foi a de sh2 com DOX desde o dia 8 (compativel com a melhor

eficiéncia de Knockdown por gPCR- seta verde) - Figura 26.

Frequéncia de batimento —e— DOX2 sh1

70 —8—DOX-2 sh2
DOX-2 WT
—@— DOX5 shi
50 —@— DOX5 sh2
—e— DOX5 WT
—@—DOX8 shi
30 DOX8 sh2
- \I —@— DOX8 WT

—8—CTRLsh1

10 —@—CTRL sh2

—e— CTRLWT

60

40

o

Frequéncia de contragdo (BPM)

8 9 10 11 12 13 14 15

Dias da diferenciacdao

Figura 25: Frequéncia de contracao celular de hiPSC-CMs oriundos das linhagens WT, sh1l e sh2.
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Frequéncia de contracao celular- dia 11

i I NDIND

DOX-2 DOX-2 DOX-2 DOX5 DOX5 DOX5 DOX8 DOX8 DOX8 CTRL CTRL CTRL
shl sh2 WT shl sh2 WT shi sh2 WT shl sh2 WT

s 8 & &8 8

Contragoes por minuto

[y
(=]

Figura 26: Frequéncia de batimento da monocamada celular gerada no 11° dia da diferencia¢éo

A andlise da arritmia das células com sh2 POPDC3, quando comparada a células
sh2 DOX (shRNA ativado contra POPDC3) sugere que

A expresséao de BVES, POPDC2, troponinas, miosinas e conexinas (Cx43

e Cx45) foi mensurada por gPCR.

A expressao dos genes da familia Popeye esta representada na Figura
27. No grupo sh2, a expressédo de POPDC1 néo ficou diminuida nos casos em
que houve adicdo de DOX. Para as células controle (WT), a expressao de
POPDC1 também néo afetada pela adicdo de DOX. No grupo sh2, a expressao
de POPDC2 diminuiu levemente quando houve adicdo de DOX no dia 8, sendo
maior a diferenga observada no 12° dia da diferenciacéo (FC=-1,77, p-valor n&o
significativo com intervalo de confianca de 90% (n=3). Para as células controle,
a expressao de POPDC2 praticamente n&o foi afetada pela adicdo de DOX. No
grupo sh2, a expressdo de POPDC3 diminuiu quando houve adi¢cdo de DOX no

dia 8 (observada no 12° dia da diferenciagéo), conforme verificado na Figura 24
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(FC= -18,7; , p-valor nao significativo com intervalo de confianca de 90% (n=3).
Para as células controle (WT), a expressao de POPDC3 parece ser afetada pela
adicao de DOX. No entanto, as barras de desvio padréo para o grupo WT estdo
maiores do que em relacdo ao sh2, assim, as diferencas existentes no grupo sh2

sdo mais confiaveis do que as existentes nas amostras WT.
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Figura 27: Expresséo de genes da familia Popeye nas melhores condi¢des de inibicdo de POPDC3 e
nos controles (n=3).
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Os genes TNNI1 e TNNI3 que codificam as troponinas foram
quantificados e os resultados constam na (Figura 28). A expressdo de TNNI1
decaiu entre os dias 12 e 15, para os grupos WT CTRL, e sh2 CTRL, sendo
menor em 2,67 e 1,16 vezes, respectivamente. No entanto, para os grupos WT
DOX e sh2 DOX, a expressado parece ter permanecido constante no periodo
avaliado. A expressao de TNNI3 aumentou nos grupos WT DOX e sh2 CTRL,
em 2,08 e 1,23 vezes, respectivamente. Para o grupo, WT CTRL e sh2 DOX
houve uma diminuicdo da expressdo de TNNI3 em 1,45 e 1,2 vezes,

respectivamente, no periodo analisado.
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Figura 28: Expressao de troponinas cardiacas TNNI1 e TNNI3 por qPCR. O knockdown de POPDC3
parece nédo afeta a expressao de TNNI1 ao longo do tempo (ANOVA 2 vias, p-valor>0,05, sh2 DOX vs sh2 CTRL-
dia 12 e dia 15) e 0 knockdown de POPDC3 também nao parece afetar a expressédo de TNNI3 ao longo do tempo
significativamente (ANOVA de 2 vias, p-valor>0,05 sh2 DOX vs sh2 CTRL- dia 12 e dia 15).

A expressdo de miosinas também foi mensurada por qPCR e os

resultados encontram-se listados na Figura 29. A presenca da subunidade 2 da
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miosina de cadeia leve (MYL2) foi maior no grupo sh2 DOX no 15° dia da
diferenciacéo, em relacdo aos demais grupos. Esse dado precisa ser confirmado
com n amostral maior do que o empregado neste experimento, pois 0S erros
amostrais (desvio padrdo apresentado no grafico), podem sugerir que tal
observacdo seja uma singularidade de cada diferenciacdo. No caso da
expressao da subunidade 7 da cadeia pesada MYL7, ndo houve diferencas entre

0S grupos, tanto no 12° dia, como no 15° dia da diferenciacéo.

MYL2
.0x107
8% 2 v -~ WTCTRL
) 5402
§ 5.0:104 -4 sh2 CTRL
§ 4.0<10° A v sh2 DOX
3.0«107 A
; 2.0:10°%
= 10407 <
2 X 4
-
BN 4 6
o — ¢
NS 2
Tempo (dias de diferenciacao)
MYL7
1.5:107 +
- WTCTRL
s WT DOX
g 1.0:10 4 -+ sh2 CTRL
= . « sh2 DOX
-
=
§ 5007+ ¢ A
~ & i A
0 ” v
NS N

Tempo (dias de diferenciac¢édo)

Figura 29: Expressdo de miosinas 2 e 7 em hiPSC-CMs. O knockdown de POPDC3 nao afeta
significativamente a expressdo de MYL2 ao longo do tempo ((ANOVA de 2 vias comparando sh2 CTRL vs sh2
DOX, com testes pos-hoc Bonferroni, p-valor>0,05). O knockdown de POPDC3 néo afeta significativamente a
expressao de MYL7 significativamente ao longo do tempo (ANOVA de 2 vias comparando sh2 CTRL vs sh2 DOX,
com testes pos-hoc Bonferroni, p-valor>0,05).
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A quantificacdo de conexinas (Cx40 e Cx43) também foram mensuradas
e os resultados obtidos constam na Figura 30. A expressdo das conexinas €
maior nas amostras sh2 em relacdo as WT, independente da adicdo de DOX. A
expressdo de CX40 é aproximadamente 3,92 vezes maior no grupo sh2 em
relacdo ao grupo WT. Comparando-se a expressao de CX40 no grupo sh2 DOX
com sh2 CTRL, verifica-se que nos dois momentos da diferenciacdo avaliados,
a expressao de CX40 estd em média 3,6 vezes maior no grupo DOX em relacdo

ao grupo sh2 CTRL.

A expressdo de CX43 € aproximadamente 2,7 vezes maior no grupo sh2
em relacdo ao grupo WT. Comparando-se a expressao de CX43 no grupo sh2
DOX com sh2 CTRL, verifica-se que nos dois momentos da diferenciacao
avaliados, a expresséo de CX43 esta em média 1,2 vezes maior no grupo CTRL

em relacdo ao grupo sh2 DOX.
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Figura 30: Expressdo de conexinas 40 e 43 em hiPSC-CMs. O knockdown de POPDC3 né&o afeta
significativamente a expressdo de CX40 ao longo do tempo (ANOVA de 2 vias comparando sh2 CTRL vs sh2
DOX, com testes pos-hoc Bonferroni, p-valor>0,05, n=3). O knockdown de POPDC3 néo pode ser avaliado ao
longo do tempo (n=2-3). Nos dia 12 e 15 da diferenciacéo, o KD de PPODC3 né&o afeta a significativamente a
expressao de Cx43 (Mann-Whtiney, sh2 CTRL vs sh2 DOX, p-valor>0,05).
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A quantificacdo de HCN4 (canal de potassio/sddio ativado por
hiperpolarizacdo e nucleotideo ciclico) foi obtida nas amostras KD versus
controle e os resultados constam na Figura 31). A expressdo de HCN4 parece
ser menor nas amostras sh2 em relacéo as WT, independente da adicdo de DOX
(p-valor nado significativo, numero amostral pequeno). Comparando-se a
expressdo de HCN4 no grupo sh2 DOX com sh2 CTRL, verifica-se que no 12° e
15° dias da diferenciacdo, a expressdo de HCN4 esta em média 2,21 e 2,76
vezes maior no grupo sh2 CTRL em relacdo ao grupo sh2 DOX, respectivamente
(p-valor nédo significativo, numero amostral pequeno). Apesar do numero
amostral ter sido baixo, vale destacar uma tendéncia de expressdo aumento de

HCN4 no grupo sh2+DOX8.

HCN4
2.5:407 4
- WTCTRL
5 20407+ WT DOX
< ~&- sh2 CTRL
3 a0 . sh2 DOX
g 1.0:402
'é-' - :"\;
o 5.0:10 - B mmm e ————— \ |
4
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0 I =
v o

Tempo (dias de diferenciagio)

Figura 31: Quantificacdo de HCN4 por qPCR no 12° e 15° dia da diferenciagcéo controle e de hiPSCs oriundas da
linhagem sh2-POPDC3. Quantificacdo de HCN4 por qPCR no 12° e 15° dia da diferenciagdo controle e de hiPSCs
oriundas dalinhagem sh2-POPDC3. O knockdown de POPDC3 nao afeta significativamente a expressao de HCN4
ao longo do tempo (ANOVA de 2 vias comparando sh2 CTRL vs sh2 DOX, com testes pos-hoc Bonferroni, p-
valor>0,05, n=3).
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A expressao proteica de KI67, NKX2.5 e NAV1.5 foi observada por microscopia
de fluorescéncia e o sistema de captura e analise das imagens foi automatizado
(do inglés High Content Screening-HCS)- Figura 32. A expresséo de Ki67, um
marcador do estagio de sintese de DNA, e portanto, de ciclo celular esta 1,5
vezes menor em nas células com shl e sh2 comparativamente ao controle (WT)-
(Diferenca sem significado estatistico p>0,05). Ja o marcador NKX2.5 esta maior
em 10% nos CMs com shl e sh2 em relacdo aos CMs controle (Diferenca sem
significado estatistico p>0,05). O marcador de células de conducéo, NAV1.5 esta
mais expresso nos CMs com shl cerca de 2,36 vezes mais do que nos CMs
controle (ANOVA 1 via p-valor>0,05- nao significativo). Para os CMs sh2, a
expressao de NAV1.5 supera em 5,93 vezes a expressao observada nos CMs

controle (ANOVA de 1 via-*p-valor<0,0001).
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Figura 32: Anédlise de Imagens de High Content Screening de hiPSC-CMs no 20° dia de diferenciacao
oriundas das linhagens WT, shl e sh2 sugerem que cardiomidcitos que possuem o sh2 ativo para inibi¢cdo de
POPDC3 apresentam maior expressdo de NAV1.5. (n=9; ANOVA de 1 via; *p-valor<0,0001).
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5. Discussdo e conclus3o

A estratégia desenvolvida nesse trabalho consiste na geracédo de clones de
hiPSCs que possuam o POPDC3 inibido (shRNA). A infeccédo e selegcdo das
hiPSC permitiu a obtencdo de pools celulares contendo células com e sem a
modificacdo genética, que foram capazes de se diferenciar em cardiomidcitos.
Esses experimentos de diferenciagcdo permitiram observar que o comportamento
das células com shRNA ativado apresentam uma tendéncia de células
(“cardiomidcito-like”) mais imaturas. Esse fato pode ser um indicio de que a
inibicdo de POPDC3 nao afeta a indugdo mesoderme/mesendoderme (dias 1-4
da diferenciacdo), mas sim afeta as condicbes de contratilidade celular e

marcadores cardiogénicos a partir do dia 8.

Apesar de ndo termos demonstrado estatisticamente que POPDC3 foi
diminuido na condicdo de adicdo de DOX a partir do dia 8 (nha linhagem sh2),
observa-se que em média 46% da sua expressao foi reduzida. Experimentos
modificando POPDC3 durante a diferenciacdo de hiPSC em cardiomiocitos
nunca foram realizados, sendo um dado inédito. Na literatura, demonstrou-se
gue essas proteinas possuem papel redundante no coragdo, ou seja, em
determinado momento da arvore filogenética, especula-se que POPDC3 tenha
sido uma duplicacdo de POPDCL1 (por estarem no mesmo cromossomo) [15].
Apesar disso, ndo observamos knockdown (KD) de POPDC1 mediante KD de
POPDCS3. Entretanto, observamos uma diminui¢cdo (sem significado estatistico)
na expressao de POPDC2, quando houve KD de POPDC3, podendo sugerir que
0 sh2 possui atividade no mRNA de POPDC2. Nao acreditamos que essa

hipotese seja verdadeira, uma vez que os ShRNAs desenhados n&o tinham
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sobreposicao entre os membros da familia Popeye. Assim, conforme houver

maior numero amostral espera-se que tal tendéncia deixe de existir.

Na condicéo de diferenciacdo de sh2 com DOX a partir do dia 8, obtivemos
dados que sugerem que o shift de troponinas I1 para 13 esta prejudicado nas
células com KD. O shift de troponinas é um marcador de maturidade de
cardiomidcitos, pois normalmente o isoforma 11 diminui dando lugar a isoforma

13.

Os dados de miosinas, sugerem que uma tendéncia de que o gene MYL2
esta aumentada em sh2 DOX. Esse dado néo € esperado, uma vez que durante
a diferenciagéo, a expressao de MYL2 deve diminuir, e a de MYL7 aumentar,
tornando a célula com fenétipo mais ventricular [16] e menos atrial. Sendo que
MYH7 é mais observado em ventriculos, e MYL2 est4 mais expresso nos atrios

[17].

A expressao de conexinas possui uma tendéncia a ser maior nos grupos sh2
em relacdo ao WT, independente da acdo de DOX, sendo mais evidente esse
fenbmeno para CX40. Isso pode indicar que as células estdo com fenétipo de
cardiomiécito de conducdo mais proeminente [18], e as diferenciacdes oriundas
do sh2 podem estar gerando menos cardiomidcitos de trabalho (Cx43) [19]. Além
disso, por haver pouca diferenca entre sh2 CTRL e sh2 DOX, pode-se especular
sobre a presenca de tetraciclinas no meio de cultivo, assim o grupo sh2 CTRL
também teria o sistema Tet-on ativado, por isso observamos pequenas

diferencas entre 0s grupos.
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A expressdo de HCN4 possui uma tendéncia a ser menor em amostras de
sh2 em relacdo ao WT, independente da adicdo de DOX. Esse dado nao era
esperado uma vez que, ambos se ligam ao AMPc para regular a frequéncia
cardiaca, assim deveria estar mais expresso para compensar a auséncia de POP
[20]. Um trabalho relata que mutantes nulos para POP1l no apresentou

alteracdes na corrente de sodio (ion transportado pelo canal HCN4) [21].

Neste trabalho, demonstramos que NAV1.5 encontra-se aumentado na
condicdo com POPDC3 diminuido, sugerindo que nessa condicdo, ocorre um
aumento da expressdo compensatorio a auséncia de POPDC3. O marcador
NAV1.5 tém papel sobre a regulacdo da frequéncia cardiaca por ser um canal
de sddio presente na membrana de cardiomiécitos de trabalho e de conducao,
sendo responsavel pela geracdo e propagacdo dos potenciais de acao [22].
Pouco se sabe a respeito da interacdo entre NAV1.5 e POPDC3 [23], porém
sabe-se que TREK-1 (um canal de potassio com intima ligacdo a familia Popeye)
interage com proteinas da familia popeye na membrana, atuando na regulacao
da frequéncia mediante estresse (estimulacdo adrenérgica). Este trabalho, pode

sugerir que NAV1.5 seja outra proteina com a qual proteinas Popeye interage.
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InCor.

« Alterac3o do titule do projeto para: “Identificagdo de Genes com

Potencial de serem alvos Terapéuticos para Reparar ou
Regenerar o Tecido Cardiaco Aduito™

Pesquisador Responsavel: Jose Eduardo Krieger

CEUA-FMUSP, 30 de Abril de 2019

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador

Comissio de Etica no Uso de Animaiy|

Comizz$o de Ebca no Uso de Animais da FMUSP
e-mal: seln Sn@uzp br
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