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RESUMO

A diferenciacdo de células-tronco pluripotentes € um processo coordenado que
envolve o gatilho, a manutencdo e o controle dos padrdes de expressao génica. O
presente trabalho teve como objetivo analisar as fracdes de RNAs livre e polissomal
como uma estratégia para investigar mecanismos de regulacdo pés-transcricional
envolvidos na diferenciacéo cardiomiogénica de células-tronco. A linhagem de células
embrionarias humanas NKX2-5¢GFPW foj cultivada e diferenciada a cardiomidcitos e
submetida a analise em cinco diferentes pontos ao longo da diferenciacdo (dias DO,
D1, D4, D9 e D15) usando polysome profiling e sequenciamento de RNA em larga
escala (RNA-seq). Os resultados mostraram que os RNAs polissomais refletem o
fendtipo das células em diferenciacdo e que um grande nimero de RNAs esta sob
efeito de regulacdo pés-transcricional. Vias relacionadas a traducao apresentaram-se
reguladas negativamente apés a diferenciacdo, e constatou-se que cardiomiécitos
diferenciados apresentaram niveis de sintese proteica menores que as células
pluripotentes. Além disso, os genes SHISA3, RXRG e CSDC2 foram escolhidos para
serem avaliados funcionalmente na diferenciacdo cardiaca usando linhagens de
expressao induzida. As novas linhagens foram geradas a partir da linhagem hESC H1
e mostraram manutencao da pluripoténcia apos inducao da expressao dos genes com
doxiciclina, indicando que 0os genes em questao ndo parecem estar envolvidos com a
manutencao ou escape da pluripoténcia. Por outro lado, a super expressédo de CSDC2
entre os dias D7-D10 da diferenciacdo cardiaca mostrou um aumento significativo na
expressdo de genes cardiacos, como TNNT2 e TNNI3, sugerindo uma possivel
contribuicdo na diferenciacdo e/ou maturacdo de cardiomiécitos. Os dados de RNA-
seq também possibilitaram a analise de RNAs nao-codificantes longos (INCRNAS)
expressos durante a diferenciacdo cardiomiogénica. Tais INcRNAs mostraram um
padrdo de expressdo temporal ao longo da diferenciacdo, e um grande numero
mostrou-se diferencialmente associado aos polissomos. O IncRNA LINC00890 se
apresentou expresso em progenitores cardiacos e foi escolhido para a avaliacao
funcional. Linhagens de expresséo induzida e com o LINC0O0890 silenciado foram
construidas e submetidas a diferenciacdo cardiomiogénica. A super expressao de
LINC00890 entre os dias D5-D10 mostrou indicios do favorecimento na maturacao de
cardiomidcitos e na determinacgéo de propriedades eletrofisiolégicas de células atriais.
O silenciamento de LINCO00890 usando a técnica de CRISPR/Cas9 foi feito nas
linhagens hESC H1 e iPSC PLZ, e as células silenciadas foram capazes de se
diferenciar até o estdgio de mesoderme, mas ndo em cardiomidcitos, indicando um
possivel papel essencial desse INCRNA na diferenciacao cardiomiogénica.

Palavras-chave: células-tronco pluripotentes humanas, diferenciacao
cardiomiogénica, RNA-seq, polysome profiling, IncRNA
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ABSTRACT

Differentiation of pluripotent stem cells is a highly coordinated process involving trigger,
maintenance and coordination of gene expression patterns. We aimed to analyze the
ribosome-free and polysome-associated RNA fractions as a strategy to investigate
post-transcriptional mechanisms involved in cardiomyogenic differentiation. The
human embryonic cell line NKX2-5¢¢FPW was differentiated to cardiomyocytes and
submitted to a time course analysis (DO, D1, D4, D9 and D15 days of differentiation)
using polysome profiling and high-throughput RNA sequencing (RNA-seq). Our results
showed that polysome-bound RNAs reflect differentiating cells phenotype and that the
majority of mRNAs was under post-transcriptional regulation. Translation-related
pathways were downregulated after differentiation and final cardiomyocytes showed
decreased protein synthesis when compared to pluripotent cells. Furthermore,
SHISA3, RXRG and CSDC2 were chosen for functional analysis during
cardiomyogenesis using inducible expression cell lines. The new cell lines were
derived from H1 hESC and maintained their pluripotency after expression induction of
the mentioned genes using doxycycline, suggesting that these genes are not involved
with pluripotency maintenance or scape. On the other hand, inducible expression of
CSDC2 during days 7 and 10 of cardiomyogenic differentiation increased the
expression of cardiac genes, such as TNNT2 and TNNI3, suggesting its contribution
to cardiomyocytes differentiation or maturation. Additionally, RNA-seq data also
allowed the analysis of long non-coding RNAs (IncRNAs) expression along
cardiomyogenesis. LncRNAs showed temporal expression patterns and also
differential association with polysomes during cardiac differentiation. The InCRNA
LINC00890 is expressed in the cardiac progenitor stage and was chosen for functional
analysis. Inducible expression and knock-out cell lines were derived and submitted to
cardiomyogenic differentiation. Cells in which LINC00890 was expressed during D5-
D10 of differentiation showed improvement in maturation and more atrial physiological
properties. CRISPR/Cas9 technology was used to knock-out LINC00890 in H1 hESC
and PLZ iPSCs, which were able to differentiate to mesoderm stage, but not to
cardiomyocytes, suggesting an essential role of this INCRNA in cardiac development.

Key-words: human pluripotent stem cells, cardiomyogenic differentiation, RNA-seq,
polysome profiling, INncRNA
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1 INTRODUCAO

1.1 Células-tronco

As células-tronco (CT) caracterizam-se por possuirem a capacidade de
autorrenovacgao e de originar uma ou mais linhagens celulares diferenciadas (FUCHS
& SEGRE, 2000; WEISSMAN, 2000). Essas células podem ser divididas de acordo
com seu potencial de diferenciagcdo em totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou
unipotentes (WAGERS & WEISSMAN, 2004). Durante a embriogénese, um
organismo multicelular é derivado de apenas uma célula — o odcito fecundado. A
medida que o organismo vai se desenvolvendo, as células e tecidos adquirem
caracteristicas especificas que os possibilitam realizar diferentes funcées. Apds sua
formacdo, os tecidos se mantém através de um processo chamado de homeostase, 0
qual repde células mortas naturalmente ou por injuria, garantindo sua funcionalidade
(WAGERS & WEISSMAN, 2004). Essa progressao durante o desenvolvimento ilustra
os diferentes potenciais das CTs na formac&o e manutencao dos organismos. Células
toti e pluripotentes, encontradas nos embrides, permitem a formacdo dos mais
variados tecidos. Por sua vez, CTs adultas, presentes nos tecidos ja desenvolvidos,
possuem capacidade de diferenciacado mais restrita (multi ou unipotentes), geralmente
associada ao seu tecido de residéncia (WAGERS & WEISSMAN, 2004).

As habilidades de autorrenovacdo e de responder a diferentes condicdes
fisiol6gicas nutriram grandes expectativas no uso das CTs na medicina regenerativa.
Algumas terapias efetivas utilizando CTs ja beneficiam milhdes de pessoas, como o
transplante de medula 6ssea no tratamento de leucemias, por exemplo (TROUNSON
& MCDONALD, 2015). Entretanto, importantes aspectos devem ser considerados e
desafios superados antes que a terapia baseada em CTs se torne uma realidade mais
concreta. A pesquisa basica e pré-clinica trabalha continuamente para avancar sobre
os desafios da diferenciacdo direta de CTs, buscando maior eficiéncia de
diferenciacdo e maturacdo das células derivadas; da rejeicdo imune e do risco de
desenvolvimento de tumores (revisado por BHAGAVATI, 2015). Avancgos
consideraveis tém sido alcancados no entendimento do comprometimento das CTs a
tecidos especificos, porém a identificacdo de sinais que regulam esses processos
ainda requer uma minuciosa exploracdo (WAGERS & WEISSMAN, 2004).
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1.1.1 Células-tronco pluripotentes

Células-tronco pluripotentes sdo aquelas capazes de gerar todos os tecidos de
um organismo adulto, exceto os anexo embrionarios (YOUNG, 2011). As primeiras
CTs embrionarias humanas (CTEs) foram isoladas por Thomson e colaboradores em
1998, a partir da massa interna de blastocistos. Essas células podem ser mantidas
em cultura sob condicbes que as permite propagar indefinidamente e manter sua
capacidade pluripotente (THOMSON, 1998). Um pequeno grupo de fatores de
transcricdo, composto por Oct4, Nanog e Sox2, é responsavel pela regulacdo da
expressao de genes envolvidos nos mecanismos que controlam a pluripoténcia e a
autorrenovacao (BOYER et al.,, 2005). Eles agem regulando positivamente seus
proprios promotores, ativam a expressao de genes responsaveis pela manutencao do
estado pluripotente e contribuem para a repressao de genes linhagem-especificos que
compdem vias de sinalizacdo de desenvolvimento (BOYER et al., 2005; YOUNG,
2011).

O amplo potencial de diferenciacdo dessas células trouxe expectativas quanto
a sua utilizacéo na terapia celular, onde poderiam ser diferenciadas em laborat6rio no
tipo celular desejado e recuperar a funcdo de um o6rgao apos o implante, ou ainda
poderiam ser utilizadas no estudo de mecanismos de desenvolvimento, de doencas e
na selecao de drogas (THOMSON, 1998). Entretanto, a utilizagcdo de CTEs com fins
terapéuticos e de pesquisa ainda enfrenta muitas questdes éticas, uma vez que o
isolamento dessas células nédo é possivel sem a destruicdo do embrido (DE MIGUEL-
BERIAIN, 2015). Tendo em vista driblar essas questdes e ainda possibilitar a obtencéo
de células paciente-especificas e/ou doenca-especificas, Takahashi e colaboradores
em 2007 mostraram a bem-sucedida inducdo do estado pluripotente através da
reprogramacao de células adultas (TAKAHASHI et al., 2007). Eles promoveram a
expressao dos fatores de transcricdo Oct3/4, Sox2, Klf-4 e c-Myc através de vetores
retrovirais em fibroblastos derivados da derme, e obtiveram células com
caracteristicas similares a células embrionéarias pluripotentes quanto a morfologia,
proliferacéo, expressao de marcadores de superficie e expressao génica. Além disso,
essas células foram capazes de se diferenciar nos trés folhetos embrionarios e formar
teratomas (TAKAHASHI et al., 2007). Tais células passaram a ser chamadas de
células pluripotentes induzidas (iPSCs — do inglés, inducible pluripotent stem cells).

Outros grupos de pesquisa também comecaram a deriva-las, com variacdes na fonte
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de obtencédo das células adultas, no método de entrega dos fatores de reprogramacao
e nos proprios fatores de reprogramacéo (revisado por SINGH & KUMAR, 2015).

A possibilidade de geracéo de células paciente-especificas ampliou o potencial
uso das iPSCs na medicina regenerativa, uma vez que reduziria enormemente o risco
de rejeicao tecidual. Entretanto, a producéo de células para cada individuo resultaria
em um custo muito elevado, tornando-se inviavel na pratica. Para contornar esse
limitante, tém se proposto a criacdo de um banco de iIPSCs derivadas de doadores
com diferentes HLA (do inglés, human leukocyte antigen), o qual daria cobertura as
necessidades de compatibilidade entre doadores e recipientes (INOUE et al., 2014).
As iPSCs também sdo uma importante ferramenta na modelagem de doencas, onde
a reprogramacdo de células provenientes de um paciente permite o estudo dos
mecanismos associados aquela determinada doenca e possibilita a pesquisa de
tratamentos alternativos, como a terapia génica e a triagem de novos farmacos. Outro
desafio € que ainda ha muita heterogeneidade nas populacdes reprogramadas a
iPSCs, 0 que leva a variacao na eficiéncia de diferenciacdo e maturacao das células,
provavelmente decorrente de reprogramacéao incompleta, variabilidade de background
genético e memoria epigenética. Por este motivo, o controle de qualidade na producao
dessas células ainda se faz essencial para o estabelecimento delas como modelo ou
fonte terapéutica (INOUE et al., 2014).

1.2 Desenvolvimento cardiaco

Na embriogénese, o coracdo é o primeiro 6rgdo a ser formado e é
essencialmente derivado da mesoderme (BRADE et al., 2013; SYLVA; VAN DEN
HOFF; MOORMAN, 2014). Os precursores cardiacos residem em duas areas
simétricas da mesoderme anterior, na divisa com a endoderme. Durante a
gastrulacdo, essas células sdo as primeiras a migrar através da linha primitiva
formando o chamado crescente cardiaco, que por sua vez se funde e forma o tubo
cardiaco (BOOGERD; MOORMAN; BARNETT, 2009; BRADE et al., 2013; BRUNEAU,
2013). As células que compdem o tubo cardiaco formam o chamado primeiro campo
cardiaco. O crescimento subsequente do tubo cardiaco é decorrente do recrutamento
de células da regido mesodérmica periférica, chamada de segundo campo cardiaco.
As fronteiras entre essas duas populagcdes distintas — primeiro e segundo campo

cardiaco — ainda ndo sao bem definidas, assim como os marcadores moleculares para
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identifica-las (BARNETT; DEN BOOGAARD; CHRISTOFFELS, 2012; SYLVA; VAN
DEN HOFF; MOORMAN, 2014). As camaras cardiacas se desenvolvem através da
expansado de areas do tubo cardiaco primario, e suas células se tornam mais
especializadas a fim de proporcionar contracdes fortes e rapidas (SYLVA; VAN DEN
HOFF; MOORMAN, 2014). O tubo cardiaco, derivado diretamente do primeiro campo
cardiaco, da origem ao ventriculo esquerdo do coracéo; o ventriculo direito e o tronco
arterial sdo formados pela migracéo posterior dos precursores do segundo campo
cardiaco, e os atrios tém origem mista (OLSON, 2006; PAIGE et al., 2015) (Figura
1.1).

Formagéo das
camaras cardiacas

Crescente cardiaco Tubo cardiaco Coragéo em looping

Cranial OFT

! P=
Caudal & I\ 5

D Primeiro campo cardiaco

A

\SV/
i Segundo campo cardiaco

Figura 1.1 Desenvolvimento cardiaco em mamiferos. Durante a gastrulacdo, células da mesoderme
anterior migram através da linha primitiva formando o crescente cardiaco. Progenitores do primeiro
(laranja) e segundo (azul) campos cardiacos proliferam e se diferenciam, formando o tubo cardiaco. O
ventriculo esquerdo (LV, left ventricle) é derivado do primeiro campo cardiaco. O ventriculo direito (RV,
right ventricle) e o tronco arterial (OFT, outflow tract) séo derivados do segundo campo cardiaco. Os
atrios (LA, left atrium e RA, right atrium) tém origem mista. SV, sinus venosus. Retirado e adaptado de
PAIGE et al., 2015.

1.2.1 Sinalizagdo molecular durante o desenvolvimento cardiaco

Sinais provindos da endoderme adjacente participam na ativagcdo e na
represséo das vias de sinalizagdo de BMP (do inglés, bone morphogenetic protein),
FGF (do inglés, fibroblast growth factor) e WNT (do inglés, wingless type), contribuindo
para a diferenciacdo cardiaca (SYLVA; VAN DEN HOFF; MOORMAN, 2014). A
inducédo da mesoderme € primordial no desenvolvimento do coragéo e € marcada pela
expressao do fator de transcricao T-box Brachyury/T, um alvo da sinalizagdo Wnt/b-
catenina (BRADE et al., 2013). As vias de sinalizacdo Wnt sédo classificadas em
canbnica e nao-canbnica, e participam de maneira ativa e complexa durante a
diferenciacéo cardiaca. A via candnica envolve a participacdo da proteina B-catenina,

gue na auséncia de sinalizacdo Wnt interage com um complexo de degradacao
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composto pelas proteinas axina, APC e GSK3. Na presenca de um ligante de Wnt, o
complexo é desfeito e a 3-catenina fica livre para entrar no ndcleo e ativar a transcricao
génica. A ativacdo desta via é essencial para a formacdo da mesoderme nos estagios
iniciais do embrido (revisado por GESSERT; KUHL, 2010). Durante a especificacdo
dos precursores cardiacos, em uma etapa mais posterior, a regulacdo negativa da via
Wnt/B-catenina € essencial. Nesse momento, as vias nao-canénicas contribuem para
uma correta diferenciacdo celular. Tais vias envolvem diversos mediadores
intracelulares, como a sinalizagdo por JNK (do inglés, jun-N-terminal kinase) ou Ca?*
(revisado por GESSERT; KUHL, 2010).

Células Brachyury/T positivas passam, entdo, a expressar o receptor de fator
de crescimento vascular endotelial 2 (VEGFR2, do inglés vascular endothelial growth
factor receptor 2 - ou também conhecido como Flk-1 ou KDR) quando se desenvolvem
a uma populacdo mesodermal intermediaria, a mesoderme cardiaca (YANG et al.,
2008). Essa populacao tém a expressao de Brachyury/T regulada negativamente com
a concomitante ativacdo da expressao de MESP1 (do inglés, mesoderm posterior 1),
através da acao do fator de transcricdo T-box Eomesodermina (EOMES) (BRADE et
al., 2013; COSTELLO et al., 2015). MESP1 atua ativando a rede transcricional
cardiogénica e define o comprometimento das células a linhagem cardiovascular
(BONDUE et al., 2008).

Os fatores de transcricdo NKX2, MEF2, GATA, TBX e HAND s&o conservados
evolutivamente e representam o nucleo que controla a diferenciacdo cardiaca,
ativando a expressao de proteinas contrateis e contribuindo na coordenacédo da
morfogénese das estruturas cardiacas (BARNETT; DEN BOOGAARD;
CHRISTOFFELS, 2012; BRUNEAU, 2013; OLSON, 2006). Os genes alvo destes
fatores de transcricdo vém sendo identificados e suas contribuicbes no
desenvolvimento cardiaco determinadas. Através da técnica de ChIP-chip em
cardiomidcitos murinos, Schlesinger e colaboradores (2011) identificaram uma série
de alvos de Gata4, Mef2a, Nkx2-5 e Srf, e a analise de ontologia génica daqueles
mostrou grande associagdo com desenvolvimento e fungdo do coragao
(SCHLESINGER et al.,, 2011). Também foram observados varios genes alvo em
comum, incluindo genes de proteinas estruturais como Actn2, Tnnt2 e Myh6, fator de
crescimento Igfl e de transcricdo Tbhx20. Ainda, h& regulagdo entre os préprios
fatores, onde por exemplo, Gata4 e Nkx2-5 aparecem regulados por Mef2a
(SCHLESINGER et al., 2011). Esses dados sdo um exemplo da regulacdo complexa
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e cooperativa protagonizada durante a diferenciacao cardiaca. A Figura 1.2 resume

alguns dos reguladores chave nas diferentes etapas do desenvolvimento cardiaco.

Wnt/B-catenina BMP TBX5*
FGF GATA4 ‘
Activina/Nodal ) Wnl- . 1 NK}$.275* . Cardiomidcitos — ventriculo esquerdo TNNJE)’(,J;N\I;(;;L:{NI&
BMP naoc-canenica - QO - ) Cardiomidcitos — atrio '
EOMES* . , X .
MESP1* Progenitores = ' Células condglora; clardlacas HCN4* TBX3' SHOX2"
KDR* PCC - nodo atrial ' '
1 GATA4* '
. ) - T Whnt/B-catenina TBX5* )
Pluripoténcia  Mesoderme Mesoderme FGF GATA4 " > @ Cardiomiscitos - ventriculo direito | TNNT2* TNNI1*. TNNIS*
oCTar Bry* cardiaca NKX2-5 o NKX2-5°, VCAM'
NANOG* CD56 * ISL1 : Cardiomiécitos — atrio '
SSSQE)S:; ) Células cor;?:‘;?;?risatl:ardiacas HCN4 *, TBX3', SHOX2"
SSEA4* Wnt/p-catenina Progenitores
TRA-1-60* SCC = () Células masculo liso vascular aSMA*, SM22*, MYH11*
TRA-1-81*

—= () Células endoteliais CD31", VWF*, CD34"

Figura 1.2 Vias de sinalizacdo e marcadores das diferentes etapas da diferenciagcdo cardiaca. PCC,
primeiro campo cardiaco. SCC, segundo campo cardiaco. Retirado e adaptado de SPATER et al., 2014,
com informacdes adicionais de BRADE et al., 2013 e SKELTON et al., 2017.

1.2.2 Desenvolvimento das camaras cardiacas

O coracdo € formado por subestruturas que possuem forma e funcéo
especifica: septos que garantem a compartimentalizacdo dos sangues arterial e
venoso, valvulas que permitem o fluxo unidirecional, camaras contrateis para a
propulsdo do sangue e o sino atrial de onde derivam os impulsos elétricos que ativam
a contracdo muscular (BARNETT; DEN BOOGAARD; CHRISTOFFELS, 2012). As
camaras do coracdo adulto humano sdo compostas por um atrio e um ventriculo
esquerdo e um atrio e um ventriculo direito (BOOGERD; MOORMAN; BARNETT,
2009; SYLVA; VAN DEN HOFF; MOORMAN, 2014).

Cardiomiécitos que formam o tubo cardiaco primario se caracterizam pela baixa
taxa de proliferacdo, automaticidade limitada, velocidade de conducgéo baixa e
contracdo fraca. Conforme essas células se proliferam e seletivamente se diferenciam
em atriais e ventriculares, o tubo cardiaco se expande, num processo chamado de
balonamento, para a formacdo das camaras cardiacas (PAIGE et al., 2015; SYLVA;
VAN DEN HOFF; MOORMAN, 2014). As células atriais e ventriculares obtém a
identidade das camaras do miocardio através do aumento da contratilidade e
automaticidade, velocidade de conducao rapida e maior organizacdo dos sarcomeros
(PAIGE et al., 2015).
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Recentemente foi mostrado que cardiomiécitos atriais e ventriculares derivam
de populagcbes distintas da mesoderme, e que, portanto, a determinacdo de sua
identidade acontece precocemente no desenvolvimento (LEE et al., 2017). Fatores
determinantes no estabelecimento dessas células ainda ndo sdo bem esclarecidos,
entretanto alguns candidatos vém sendo propostos (BRUNEAU, 2013). Genes da
familia NKX se mostraram capazes de induzir a expressdo de genes alvo que
participam da determinacéo de cardiomiécitos ventriculares, além de participarem da
funcionalidade do tecido adulto (GEORGE; COLOMBO; TARGOFF, 2015). O fator
natriurético atrial, transcrito pelo gene NPPA, é expresso nas células miocardicas e
também esta relacionado com a determinacdo da identidade destas. Sua expresséo
€ regulada pelos fatores de transcricdo Nkx2-5, Gatad4 e Thx5, indicando que estes
também estdo envolvidos na determinacdo atrioventricular (BARNETT; DEN
BOOGAARD; CHRISTOFFELS, 2012).

Os fatores de transcricdo T-box também participam na regulacdo da identidade
dos cardiomiécitos. Thx5 e Tbx20 sdo importantes ativadores do programa génico das
camaras cardiacas, composto pelos genes das conexinas 40 e 43, fatores de
transcricdo Handl, Irx4, Irx5 e Nppa (BOOGERD; MOORMAN; BARNETT, 2009;
SYLVA; VAN DEN HOFF; MOORMAN, 2014). Por outro lado, Tbx2 e Tbx3 tém papel
de repressores do miocardio, mantendo as células com caracteristicas primarias e que
irAo compor o polo e o trato venoso, o canal atrioventricular e o trato arterial
(BOOGERD; MOORMAN; BARNETT, 2009; SYLVA; VAN DEN HOFF; MOORMAN,
2014). Tbx3 permite, entédo, a expressao do gene HCN4, que transcreve para um canal
de potassio, caracteristico das células sinoatriais e que participa da geracdo do
potencial de acdo determinante para o batimento cardiaco (PAIGE et al., 2015;
SYLVA; VAN DEN HOFF; MOORMAN, 2014).

O &cido retindico também possui um importante papel na sinalizagcdo do
comprometimento cardiaco. Xavier-Neto e colaboradores (1999) mostraram que a
exposicdo de embrides murinos a altos niveis de acido retindico levou a mas-
formacdes cardiacas severas, caracterizadas por atrios alargados e ventriculos
reduzidos (XAVIER-NETO et al., 1999). Também ja foi demonstrado a possibilidade
de gerar in vitro células com caracteristicas atriais, a partir de células pluripotentes
humanas, através da modulacdo da sinalizacao por acido retindico (DEVALLA et al.,
2015; LEE et al., 2017; ZHANG et al., 2011). Portanto, essas e outras evidéncias

levam a se acreditar que o acido retindico participa da determinacao de células atriais.
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As células dos atrios e ventriculos sdo distintas em sua morfologia,
funcionalidade e caracteristicas moleculares. Propriedades eletrofisiolégicas e de
contracdo muscular diferenciam essas células e, dentre os genes que determinam
essas diferencas, apenas um grupo seleto ja foi identificado (NG; WONG; TSANG,
2010; WU et al., 2013).

O potencial de acdo das células musculares cardiacas € responsavel pela
propagacdo do impulso nervoso e contracdo muscular. A despolarizacdo da
membrana € mantida por alguns milissegundos antes da repolarizacdo, fase que
constitui o chamado platd. Nesta etapa, o tempo de duracdo do platé é a principal
caracteristica que distingue células atriais e ventriculares. Células ventriculares
apresentam uma fase de platé mais longa que as células atriais, fazendo com que
contraiam e relaxem de maneira mais lenta (BRANDENBURG et al.,, 2016; NG;
WONG; TSANG, 2010) (Figura 1.3).

A expressdo diferencial de fatores de transcricdo e proteinas estruturais
também distingue células atriais e ventriculares. Os fatores de transcricéo Irx4 e Hey?2
sdo expressos exclusivamente nos ventriculos e conferem sua identidade ativando
genes ventriculo-especificos e reprimindo genes atrio-especificos (EVANS et al.,
2010; PAIGE et al., 2015). O receptor nuclear COUP-TFII, transcrito pelo gene NR2F2,
se mostrou essencial na identidade atrial através da ligacdo direta e modulacdo da
expressao de genes caracteristicos das células atriais (WU et al., 2013). COUP-TFII
atua regulando genes de canais de ions, como KCNA5 e KCNJ3, responsaveis pelas
caracteristicas eletrofisiologicas unicas das células atriais (DEVALLA et al., 2015).
Proteinas envolvidas na contracdo muscular, como as miosinas, também apresentam
padrdo de expressao diferencial entre as células atriais e ventriculares. Nos atrios ha
o predominio da expressé&o das isoformas a-MHC (transcrita pelo gene MYHG6) e MLC-
2a (transcrita pelo gene MYL7), a qual inicialmente é expressa em todo tubo cardiaco
primario e posteriormente sua expressao é exclusivamente atrial. Por sua vez, 0s
ventriculos se caracterizam pela expressado das miosinas B-MHC (transcrita pelo gene
MYH7) e MLC-2v (transcrita pelo gene MYL2) (DEVALLA et al., 2015; NG; WONG;
TSANG, 2010). A Figura 1.3 mostra alguns genes que sao expressos diferencialmente

entre atrios e ventriculos e caracteristicas eletrofisiologicas tipicas.
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Figura 1.3 Caracteristicas eletrofisiologicas e marcadores de células atriais e ventriculares. Retirado e
adaptado de MUMMERY et al., 2012, com informac¢des complementares de DEVALLA et al., 2015 e
SKELTON et al., 2017.

1.3 Diferenciacéo cardiomiogénica a partir de células-tronco pluripotentes

O isolamento de CTEs humanas (THOMSON, 1998) e, mais recentemente, a
reprogramacao de células pluripotentes induzidas (TAKAHASHI et al., 2007) motivou
0s pesquisadores a guiarem seus esfor¢cos no desenvolvimento de novas estratégias
para direcionar a diferenciacdo de linhagens cardiacas mais eficientemente e de
maneira reprodutivel. Frente a possibilidade de gerar cardiomiocitos a partir dessas
células para reconstruir um coragdo, por exemplo, avan¢os Sd80 necessarios com
respeito a producédo de células em uma escala clinicamente relevante (BURRIDGE et
al., 2012).

Cardiomidécitos gerados a partir de CT pluripotentes (CTP) representam uma
fonte ilimitada para reposicdo ou terapia celular. Muitas doengas cardiacas tém como
altimo recurso o transplante do 6rgdo, entretanto, h4& um namero muito restrito de
doadores. A producao de cardiomidcitos in vitro aparece como uma alternativa, por
isso a necessidade de estabelecer uma metodologia eficiente de producédo e
transplante dessas células. O descobrimento de drogas para tratamento de doencas
cardiacas e os testes de desenvolvimento e toxicidade cardiaca de novas drogas sao
processos caros e arduos que podem ser facilitados com a utilizacdo de
cardiomidcitos em laboratério. Além disso, 0 modelamento de doencas cardiacas, de
desenvolvimento embrionario e até medicina personalizada sdo ramos de aplicacao
de cardiomiocitos derivados de CTP. A fim de concretizar a potencial aplicacdo das
CTPs, € essencial sermos capazes de controlar a diferenciacdo e direcionar o

desenvolvimento dessas células por vias especificas (BOLLINI; SMART; RILEY, 2011,
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BURRIDGE et al., 2012; MURRY & KELLER, 2008; VIDARSSON; HYLLNER;
SARTIPY, 2010).

A diferenciacdo cardiomiogénica a partir de CTPs recapitula muitos aspectos
do desenvolvimento embrionario (BURRIDGE et al., 2012; MUMMERY et al., 2012).
As principais vias de sinalizagdo reguladas durante o desenvolvimento cardiaco tém
sido utilizadas na inducéo de CTP a cardiomidcitos in vitro. Diferentes metodologias e
protocolos foram desenvolvidos e vém sendo aprimorados, os quais utilizam fatores
de crescimento e pequenas moléculas a fim de modular as vias de BMP, TGF-
b/activina/NODAL, WNT e FGF em janelas especificas durante a diferenciacéo
(BURRIDGE et al., 2012; MUMMERY et al., 2012; SPATER et al., 2014). Dois desses
métodos sdo amplamente utilizados e, inclusive, foram utilizados no presente trabalho:
(1) formacao de corpos embridides (CE) (KATTMAN et al., 2011) e (2) diferenciacédo
em monocamada (LIAN et al., 2012) (Figura 1.4).

No protocolo de diferenciacao por formacéo de CE, as células sdo levemente
desagregadas e cultivadas em suspenséo a fim de que formem um agregado estavel,
chamado entédo de CE. S&o utilizados os fatores BMP4, FGF e activina A no inicio da
diferenciagéo a fim de se induzir a formacao de mesoderme (entre os dias 1 e 4).
Posteriormente, a inibicdo da via Wnt € feita através do fator DKK1 ou de um composto
chamado XAV939 (WANG; HAO; HONG, 2011) (adaptacédo feita pelos nossos
colaboradores), que juntamente com VEGF induz o comprometimento a progenitores
cardiacos (entre os dias 4 a 8). Em torno do dia 10 da diferenciagdo € possivel
observar CE pulsantes (KATTMAN et al., 2011; YANG et al., 2008).

Por sua vez, o protocolo em monocamada permite a diferenciacdo das células
aderidas, o que possibilita uma melhor difusdo dos indutores entre as células
comparado com os CE (MUMMERY et al., 2012). Nesse método, a modulagéo da via
Wnt é o principal componente que conduz a diferenciacéo cardiomiogénica (LIAN et
al., 2012). No dia inicial, o composto CHIR99021 ¢é utilizado a fim de inibir a proteina
GSKa3, a qual participa do complexo de degradacdo de B-catenina, permitindo entao
que esta figue atuante na célula e a via Wnt se ative. A ativacdo da via Wnt leva a
inducdo a mesoderme. Em uma etapa posterior, a via Wnt deve ser inibida para uma
maior eficiéncia da diferenciacéo, o que é feito através da utilizacdo do composto IWP-
2 (LIAN et al., 2012) ou do XAV939 (adaptacéo feita pelo autor).
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Figura 1.4 Diferenciacéo cardiomiogénica in vitro a partir de CTP humanas. Protocolos de diferencia¢éo
(A) por corpos embridides (EB, embryoid body) (KATTMAN et al., 2011) e (B) em monocamada (LIAN
et al., 2012). Dias de diferenciacédo, meio base de cultivo, fatores e pequenas moléculas usadas para
inducdo estagio-especifica da diferenciagdo até cardiomidcitos estdo indicados. hESC, human
embryonic stem cells. Mesod, mesoderme. Cardiac Prog, progenitores cardiacos. CM, cardiomiécitos.

Fonte: o autor.

O sucesso da diferenciacdo geralmente € avaliado através do numero de CE
pulsantes ou pela area pulsante em monocamada, e pela expressao da troponina
cardiaca T (cTnT, transcrita pelo gene TNNT2) (BURRIDGE et al., 2012; MUMMERY
et al., 2012). Entretanto, outros marcadores podem ser usados a fim de monitorar as
etapas progressivas da diferenciacdo (BURRIDGE et al.,, 2012). As mudancas
sequenciais na expressao génica que acontecem durante o desenvolvimento cardiaco
também sdo observadas durante a diferenciacao in vitro, e podem ser usadas como
marcadores (MUMMERY et al.,, 2012; SKELTON et al., 2017). Alguns destes
marcadores ja foram mencionados no tépico anterior (Figura 1.2) e podem ser
avaliados através de diferentes metodologias, como RT-PCR, imunofluorescéncia e
citometria de fluxo.

As células diferenciadas in vitro podem apresentar diferentes niveis de
maturacao e, geralmente, quanto maior o seu tempo em cultura, mais se assemelham
a células adultas (LUNDY et al., 2013; SARTIANI et al., 2007). Essas caracteristicas
de maturacdo podem ser, entdo, avaliadas por microscopia eletrbnica, uma vez que
permite a visualizacdo das ultraestruturas tipicas das células musculares do coracéo,
como os sarcOmeros e o grande numero de mitocondrias (LUNDY et al., 2013;

MUMMERY et al., 2012). Ensaios de eletrofisiologia e medicédo do potencial de acéo
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das células também séo técnicas que permitem inferir sobre a maturacdo e o subtipo
das células cardiacas, além de fornecerem evidéncias sobre a presenca de
cardiomidcitos funcionais (MUMMERY et al., 2012; ROBERTSON; TRAN; GEORGE,
2013). Desta maneira, tanto técnicas moleculares quanto funcionais podem ser

associadas a fim de se determinar a eficiéncia da diferenciagdo in vitro.

1.4Regulacdo da expressao génica

Os niveis finais de qualquer proteina dependem dos diversos passos do
processo de expressdo génica, onde muitos mecanismos regulatérios estédo
envolvidos dentro de uma rede de sinalizacdo que reflete condi¢cdes celulares
especificas (MATOULKOVA et al.,, 2012). A expressao génica envolve alguns
processos celulares principais: transcricdo, processamento do mMRNA, sua
exportacdo, traducdo e degradacdo (KOMILI; SILVER, 2008; SCHWANHAUSSER et
al., 2011). Todas estas etapas séo extensivamente reguladas e coordenadas entre si
(revisado por KOMILI; SILVER, 2008).

O estado transcricional de um gene é dependente, entre outros, da estrutura
da cromatina ao seu redor, da acdo de elementos regulatérios em cis, como
promotores e acentuadores (do inglés, enhancers), e de fatores de transcricao
(KOMILI; SILVER, 2008; SPITZ; FURLONG, 2012). O acesso da maquinaria de
transcricdo ao DNA genbmico pode ser modulado através das modificacbes pos-
traducionais de histonas e/ou substituicdo por variantes, as quais compdem o0s
nucleossomos, a fim de converter a cromatina de um estado mais fechado a um mais
aberto (revisado por IGLESIAS-PLATAS; MONK, 2016). Por sua vez, fatores de
transcricdo sdo capazes de se ligar a regibes regulatorias e ativar ou inibir a
transcricdo, promovendo ou inibindo o recrutamento da RNA polimerase (KOMILI;
SILVER, 2008; SAINSBURY; BERNECKY; CRAMER, 2015).

Trés diferentes RNA polimerases sdo responsaveis pela transcricdo nas células
eucariotas. A RNA polimerase Il transcreve genes codificantes de proteinas, gerando
MmRNAs, e também alguns genes ndo-codificantes (BUNCH, 2018; SAINSBURY;
BERNECKY; CRAMER, 2015). A regulagéo da acdo da RNA polimerase Il influencia
diretamente importantes processos celulares como a diferenciacdo celular, a
manutencdo da identidade das células e as respostas as mudancas no ambiente.

Essa regulagcdo acontece em diferentes etapas da transcricdo, entretanto, o
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mecanismo chave de controle € durante a iniciacdo (revisado por SAINSBURY;
BERNECKY; CRAMER, 2015).

A transcricao pervasiva e promiscua da RNA polimerase Il vém sendo descrita
(DJEBALI et al., 2012; PORRUA; LIBRI, 2015; SPITZ; FURLONG, 2012) e esta
envolvida na expressao génica estocastica, caracterizada pela flutuacdo aleatéria nos
niveis de mRNA (RAJ et al., 2006). Esses escapes de transcricdo seriam também
decorrentes da atividade de modeladores da cromatina, levando a uma lenta
conversdo entre os estados ativado e desativado de um gene, e, ainda, pela
abundancia de determinados fatores de transcricao e numero de sitios de ligacao dos
mesmos (KOMILI; SILVER, 2008; RAJ et al., 2006; RASER; O’'SHEA, 2005). Tais
observacoes sugerem que a regulagao transcricional pode ser um processo bastante
permeavel (SPITZ; FURLONG, 2012), e que a expressao génica estocastica poderia
ser tamponada através da regulacdo pdés-transcricional, atribuindo ao controle da

sintese proteica o ajuste da expressao génica final (RAJ et al., 2006).

1.4.1 Regulacéo pos-transcricional da expresséo génica

Tradicionalmente, a regulacdo da transcricdo era considerada o principal nivel
de regulacdo da expressdo génica, por razdes histéricas e técnicas. O controle
transcricional € o mais basico e intuitivo passo da expressao génica, estudado por
técnicas bem estabelecidas (MATA; MARGUERAT; BAHLER, 2005). Contudo, o
progressivo aprofundamento no conhecimento sobre a molécula de RNA tem
permitido o reconhecimento de outros importantes mecanismos de regulagcéo
(MATOULKOVA et al., 2012).

A regulacdo pos-transcricional da expressdo génica possibilita uma resposta
mais rapida que a regulacéo da transcricdo, por exemplo, a hormdénios, fatores de
crescimento e nutrientes (KELEN et al., 2009) ou a condi¢cfes de estresse e dano ao
DNA (SUNNERHAGEN, 2007). A regulacao pos-transcricional compreende diversas
etapas desde a sintese do transcrito primario até a degradagéo da molécula de mRNA,
incluindo o capeamento 5’, splicing, clivagem 3’ e poliadenilacéo, edicdo de RNA,
exportacdo nuclear, localizacdo citoplasmatica, inicio e elongacdo da traducédo e
processos de decaimento de mRNA (KELEN et al., 2009; SUNNERHAGEN, 2007).

Considerando que o mRNA é um intermediario nas mudancas fenotipicas em
uma celula, agindo como mensageiro para a sintese de proteina, 0S mecanismos que

regulam a traducdo do mRNA sdo altamente controlados. Entre eles esta o
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acoplamento do mRNA aos ribossomos e o inicio da traducdo. No citoplasma, o cap
5’ e a cauda poli-A dos mRNAs maduros sao reconhecidos pelos fatores de iniciacao
eucarioéticos (elF), formando um complexo inicial juntamente com o RNA transportador
acoplado ao aminoacido metionina (Met-tRNA) e a subunidade ribossomal 40S, o qual
€ chamado de complexo de pré iniciacdo 43S. Este complexo percorre a regido 5 -
UTR (UTR - do inglés, untranslated region) até encontrar o codon AUG, recrutando a
subunidade ribossomal 60S e formando o complexo 80S, dando inicio ao processo de
elongacéo da traducdo. Além disso, a subunidade 40S pode ser recrutada diretamente
atraves de elementos da regido 5-UTR chamados de sitios de inicia¢do interna (IRES
— do inglés, Internal Ribosome Entry Sites), ndo dependendo do reconhecimento do
cap 5 (revisado por HELLEN & SARNOW, 2001). Alguns mecanismos conhecidos
por regularem a traducao envolvem a fosforilagéo do fator de iniciacdo elF2a, a ligagao
da 4E-BP ao fator de iniciacdo elF4E, a presenca de quadros de leitura na regiao 5’
(UORFs - do inglés upstream open reading frames) antes da sequéncia codificante
(KELEN et al., 2009; SUNNERHAGEN, 2007) e o ajuste do numero de ribossomos
disponiveis (MATA; MARGUERAT; BAHLER, 2005).

Durante a elongacédo da tradugcdo, os mRNAs podem se associar a varios
ribossomos em uma estrutura chamada de polissomo. Esses complexos sao
abundantes e possuem alto peso molecular, podendo ser facilmente separados de
outras fracdes celulares, como as de RNA livre de ribossomos (SUNNERHAGEN,
2007). Mudangas nas taxas de inicio de traducdo resultam na alteracdo do
carregamento de mRNA nos ribossomos. Nessa perspectiva, a ativacao traducional
pode ser indicada pela redistribuicdo de moléculas de RNA da fracdo livre de
ribossomos para a fragao associada a polissomos. A mobilizagéo diferencial de mRNA
para os polissomos pode ser usada para identificar mMRNAs sujeitos a regulagéo
traducional em determinado contexto celular (MIKULITS et al., 2000).

Caracteristicas intrinsecas da molécula de mRNA, como as regifes nao
codificantes (UTRs), tém papel fundamental na regulagcéo da expresséo génica. Essas
regibes representam elementos regulatérios importantes na regulacdo pés-
transcricional, uma vez que apresentam sitios de ligacdo de fatores capazes de
recrutar ou excluir maquinarias de degradacdo, reduzindo ou aumentando a
estabilidade da molécula de mRNA, além de poder determinar sua localizacdo e
eficiéncia de traducdo influenciando o nivel total de proteina sintetizada
(MATOULKOVA et al., 2012). Existem dois grupos principais de elementos de ligacao
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ao mRNA: as proteinas de ligacdo ao RNA (RBPs - do inglés RNA-binding proteins) e
0os RNAs nao codificantes (revisado por WU & BREWER, 2012).

1.41.1 Proteinas de ligagdo ao RNA

As RBPs interagem com o RNA e podem tanto atuar diretamente sobre ele ou
recrutar a acdo de outras proteinas ou complexos proteicos (GEHRING; WAHLE;
FISCHER, 2017; WU; BREWER, 2012). Elas podem reconhecer tanto uma sequéncia
nucleotidica, quanto estruturas secundarias do RNA alvo. Entre os dominios
caracteristicos de ligacdo ao mRNA estdo o motivo de reconhecimento de RNA (RRM
—do inglés RNA recognition motif), dominio de homologia K (KH, do inglés K-homology
domain), dedos de zinco (do inglés, zinc fingers), DEAD-box, motivo de
reconhecimento de RNA dupla fita (GEHRING; WAHLE; FISCHER, 2017) e dominios
de choque térmico (CSD — do inglés cold shock domain) (MIHAILOVICH et al., 2010).

De maneira geral, as RBPs sao classificadas em trés grupos, de acordo com a
diversidade dos seus alvos: proteinas core comuns, que fazem parte de mecanismos
gerais de processamento dos mRNAS; proteinas especificas, que reconhecem
determinadas sequéncias ou estruturas de um grupo restrito de RNAs, ligando-se ao
transcrito com alta afinidade; e as proteinas nao-especificas, que possuem uma
especificidade baixa, reconhecendo uma maior variedade de transcritos e sua
associacdo pode ser direcionada através da interacdo com outras proteinas ou
complexos proteicos a fim de proporcionar maior especificidade (GEHRING; WAHLE;
FISCHER, 2017).

Os complexos formados por RBPs e mRNAs sédo chamados de complexos de
ribonucleoproteinas mensageiras (MRNP) e atuam controlando muitos aspectos do
metabolismo e funcdo dos mRNAS, como o processamento, exportacao, localizacéo,
estabilidade e tradugdo (KEENE, 2007; MATA; MARGUERAT; BAHLER, 2005). Tais
complexos de manutencao e degradacado de RNA podem se concentrar em regioes
do citoplasma, onde formam os chamados granulos de mRNP. Esses granulos
geralmente possuem mRNAs traducionalmente silenciados (BUCHAN, 2014), e estdo
em constante interacdo com os polissomos, permitindo que os mRNASs transitem entre
essas estruturas e participando da regulacao traducional dos mesmos (BRENGUES,;
TEIXEIRA; PARKER, 2005). Os granulos podem, ainda, ser classificados como de
estresse e de processamento (P bodies). Estudos sugerem que estas duas estruturas
atuem na manutencdo do mRNA, sendo que os granulos de estresse teriam como

papel principal a triagem, selecédo e remodelamento de mRNP, enquanto que os P
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bodies seriam os principais responsaveis pela degradacao do mRNA (KEDERSHA et
al., 2005).

De acordo com a teoria do “RNA-operon”, mRNAs funcionalmente relacionados
sao coordenadamente regulados por fatores de agéo trans — primariamente as RBPs,
mas também RNAs ndo-codificantes e metabdlitos (GEHRING; WAHLE; FISCHER,
2017; KEENE, 2007). Esses fatores interagem com multiplos elementos regulatérios
dos mMRNAs e podem regular uma mesma molécula de mRNA cooperando ou
competindo por um sitio. O modelo prediz uma alta organizacdo e dindmica de
regulacdo poés-transcricional de mRNAs cuja funcéo seja relacionada, por exemplo,
gue participam de uma mesma via de sinalizacdo. Essa coordenacdo garantiria um
uso eficiente e flexivel da informacéo genética (KEENE, 2007), e adicionaria mais um

nivel de complexidade na regulacéo da expressao génica.

1.4.1.2 RNAs nédo-codificantes

O termo RNA nao-codificante (hcRNA) é comumente empregado a RNAs que
nao codificam proteinas, entretanto, ndo significando que ndo possuem informacao
ou funcdo (MATTICK; MAKUNIN, 2006). Com o advento das novas tecnologias de
isolamento e identificagdo de RNAs, o catéalogo de tipos e funcdes bioldgicas dessas
moléculas vém crescendo consideravelmente (DJEBALI et al., 2012). O genoma
humano comporta pouco mais de 20.000 genes codificantes de proteinas anotados,
0S quais ocupam menos de 2% da sequéncia gendmica. Entretanto, ha evidéncias de
gue cerca de 85% do genoma seja transcrito (DUNHAM et al., 2012; HANGAUER;
VAUGHN; MCMANUS, 2013).

Os ncRNAs possuem fungdes estruturais, como 0os RNAs ribossomais (rRNA)
e RNAs transportadores (tRNA) — os quais estédo envolvidos na traducéo de proteinas;
RNAs nucleares pequenos (SnRNA) — envolvidos no splicing; e os RNAs nucleolares
pequenos (snoRNA) — responsaveis pelo processamento e modificacdo dos rRNAs
(revisado por CECH; STEITZ, 2014). Outros ncRNAs estdo envolvidos com a
regulacdo da expressdo génica e sao classificados de acordo com seu tamanho em
pequenos e longos. Os pequenos NcRNAs incluem os microRNAs (miRNAs), RNAs
associados a PIWI (piRNAs) e pequenos RNAs de interferéncia (SIRNA) (CARTHEW,;
SONTHEIMER, 2009; CECH; STEITZ, 2014).

Os miRNAs sdo moléculas de aproximadamente 22 nucleotideos derivadas de
precursores em dupla fita ou que formam uma estrutura de “grampo de cabelo” (do

inglés hairpin) (MATTICK; MAKUNIN, 2006). Transcritos primarios (pri-miRNAS)
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longos sao clivados no nucleo pelo complexo microprocessador, que inclui a enzima
RNAse Drosha, gerando o precursor pre-miRNA. Por sua vez, este € deslocado ao
citoplasma onde sofre uma nova clivagem pela enzima Dicer, para gerar duas
moléculas de miRNAs maduras (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; CECH; STEITZ,
2014). Os processos de biogénese dos miRNAs também podem ser regulados e
contribuir no controle da expressédo génica (CECH; STEITZ, 2014).

A especificidade da acdo dos miRNAs esta nas interacdes por pareamento de
bases. Moléculas maduras de miRNAs se associam ao complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC) e proporcionam a regulacdo pdés-transcricional dos genes
alvo, os quais possuem sitios de ligacdo geralmente na regido 3’UTR. Os miRNAs
reprimem a traducdo através do pareamento imperfeito com o mRNA alvo ou
provocam a degradacdo deste no caso do pareamento ser perfeito (CARTHEW,
SONTHEIMER, 2009; CECH; STEITZ, 2014; MATTICK; MAKUNIN, 2006). Os
detalhes de como esses mecanismos funcionam foram revisados por CARTHEW &
SONTHEIMER, 2009 e JONAS & IZAURRALDE, 2015.

A regulacéo da expressao génica por miRNAs esta envolvida em uma série de
processos biolégicos, inclusive no desenvolvimento embrionario, diferenciacéo celular
e processos patolégicos (CECH; STEITZ, 2014; MATTICK; MAKUNIN, 2006). E
estimado que cerca de um terco dos genes codificantes de proteinas sejam
controlados por miRNAs (MATTICK; MAKUNIN, 2006). Ainda, um Unico mRNA pode
conter sitios de ligacao para varios miRNAs diferentes, sugerindo uma complexa rede
regulatoria (GUIL; ESTELLER, 2015).

Por sua vez, os siRNAs promovem a degradacao dos mRNAs alvo pelo mesmo
mecanismo dos miRNASs, entretanto sdo derivados de moléculas de RNA dupla fita
tanto de origem enddgena quanto exdgena. Os piRNAs participam da repressao da
transcricdo através do recrutamento de proteinas modificadoras da cromatina
(revisado por CECH; STEITZ, 2014). Os ncRNAs longos seréo discutidos no topico a

sequir.

1.5RNAs nao-codificantes longos (INCRNAS)

Durante a ultima década, os RNAs nao codificantes longos (IncRNAs) tém sido
amplamente estudados e sua importancia biolégica consolidada (BUNCH, 2018). Os

INcRNAs séo caracterizados por serem maiores que 200 nucleotideos (PIRCHER,;
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GEBETSBERGER; POLACEK, 2014), sao tipicamente transcritos pela RNA
polimerase Il e compartilham muitas caracteristicas similares aos mRNAs, como por
exemplo o capeamento 5’, a poliadenilacdo e podem sofrer splicing (PIRCHER,;
GEBETSBERGER; POLACEK, 2014; ULITSKY; BARTEL, 2013). Dentre os critérios
que tentam distinguir genes nao-codificantes dos codificantes estdo a procura por
padrbes de sequéncia codificante conservada entre espécies, dominios proteicos
conhecidos, similaridades a proteinas conhecidas e potenciais fases abertas de leitura
(ORFs - do inglés open reading frames) (KARAPETYAN et al.,, 2013; ULITSKY;
BARTEL, 2013).

Os IncRNAs podem ser classificados de acordo com sua proximidade a genes
codificantes. S&o eles: sense — quando compartilham um ou mais éxons com um gene
codificantes; antisense — quando compartiiham um ou mais éxons de um gene
codificante, mas na fita oposta; bidirecionais ou divergentes — quando tém a expressao
iniciada na regido proxima e oposta do gene vizinho codificante; intrénico — localizado
no intron de outro transcrito; e intergénico (lincRNA) — transcrito de uma regido
independente e entre genes (ANGRAND et al., 2015).

Os IncRNAs divergentes e os antisense sao as duas maiores classes de
IncRNAs no genoma humano, cada um compreendendo cerca de 20% do total de
IncRNAs (LUO et al., 2016). Suas funcdes ainda ndo sdo bem compreendidas, mas
acredita-se que eles atuem regulando seus genes vizinhos codificantes (JOHNSSON
et al., 2014; LUO et al., 2016). Inumeros pares de IncCRNAs divergentes e genes
codificantes ja foram descritos como especificamente co-expressos, e a regulacao
entre eles comprovada em alguns exemplos (LUO et al., 2016). Ainda, estima-se que
20% a 40% dos genes codificantes de proteinas tenham a transcricdo de um RNA
antisense. Esses ncRNAs compartilham similaridades na sequéncia com seus
transcritos senso, conferindo a possibilidade de regulacéo pos-transcricional (revisado
por JOHNSSON et al., 2014).

A identificagdo massiva de IncRNAs nos ultimos anos expandiu o conhecimento
sobre suas possiveis funcbes na célula. Essas moléculas participam de processos
essenciais, como na embriogénese, ciclo celular, manutencdo de pluripoténcia,
apoptose e diferenciacdo (PIRCHER; GEBETSBERGER; POLACEK, 2014). Os
IncRNAS sdo expressos de maneira mais tecido-especifica que os genes codificantes,
entretanto, com niveis de expressdo cerca de 10 vezes mais baixa (CABILI et al.,

2011). Acredita-se que os IncCRNAs participam da regulacdo da expressao génica em
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diferentes niveis, incluindo a organizacdo da cromatina, a regulacéo transcricional e
também em processos pos-transcricionais (ANGRAND et al., 2015).

A regulacdo da transcricdo em cis atua em genes vizinhos ao que transcreve
para o IncRNA. Ja a atuacdo em trans visa a regulacdo de genes distantes na
sequéncia génica (BUNCH, 2018; KARAPETYAN et al., 2013). Os primeiros INCRNAs
descritos funcionalmente eram localizados no ndcleo e participavam do recrutamento
de proteinas modificadoras da cromatina (ANGRAND et al., 2015). O exemplo melhor
conhecido € do gene XIST (do inglés, X-inactive specific transcript), que é responsavel
por inativar em cis o cromossomo X em células femininas (PENNY et al., 1996) através
do recrutamento do complexo repressivo Polycomb (PRC) (revisado por BUNCH,
2018).

Muitos trabalhos, inclusive do nosso grupo, tém demonstrado a capacidade dos
INcRNAs de associacdo com polissomos (CARLEVARO-FITA et al., 2016;
DALLAGIOVANNA et al.,, 2017; INGOLIA; LAREAU; WEISSMAN, 2011; VAN
HEESCH et al.,, 2014), entretanto esta caracteristica ndo garante seu potencial
codificante. Guttman e colaboradores (2013) demonstraram que os IncCRNAs que
ocupavam ribossomos seguiam 0 mesmo padrao de outros transcritos sabidamente
nao codificantes e que, portanto, eles nao teriam funcdo na codificacdo de proteinas
(GUTTMAN et al., 2013). Por outro lado, estudos tém demonstrado que muitos
IncRNAs sdo escaneados por ribossomos e tem potencial de serem traduzidos em
pequenos peptideos. Muitos INCRNAs tém ORFs maiores que 24 aminoacidos, que
poderiam corresponder a proteinas funcionais. Entretanto, pequenos peptideos sao
mais dificeis de detectar e podem estar sendo subestimados (RUIZ-ORERA et al.,
2014).

Independente do potencial codificante, a associacdo de IncRNAs com
ribossomos pode ter fun¢des além do produto da traducéo (ULITSKY; BARTEL, 2013).
A possibilidade de regulacéo fina da velocidade e especificidade da maquinaria de
traducdo é uma das suas possiveis atribuicdes (PIRCHER; GEBETSBERGER,;
POLACEK, 2014). Sugere-se que IncRNAs associados a ribossomos poderiam estar
0os sequestrando e regulando seu uso. Ainda, IncRNAs poderiam parear
especificamente com mMmRNAs e promover ou inibir sua traducdo (revisado por
PIRCHER; GEBETSBERGER; POLACEK, 2014 e KARAPETYAN et al., 2013). A
habilidade dos IncRNAs em parearem com sequéncias complementares possibilita a
regulacdo de mRNAs em diferentes niveis além da traducdo, como também o splicing,

o transporte e a degradacao (ANGRAND et al., 2015).
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Além disso, os IncRNAs tém a capacidade de formar estruturas secundarias
que podem participar ativamente da sua funcdo. O recrutamento de proteinas
parceiras formando complexos ribonucleoproteicos amplia enormemente sua atuacao
(KARAPETYAN et al., 2013). Alguns IncRNAs podem agir recrutando fatores de
transcricdo para promotores génicos ou atuar como co-fatores. Também podem
controlar negativamente a transcricdo através do sequestro desses fatores
(ANGRAND et al., 2015). Os IncRNAs podem também ser precursores de miRNAs ou
entdo funcionarem como inibidores, uma vez que podem conter inUmeros sitios de
ligagdo de miRNAs e sequestram estes da atuacdo em seus mRNA alvo, sendo
chamados de esponjas de miRNA (GUIL; ESTELLER, 2015; KARAPETYAN et al.,
2013).

Estudos tém demonstrado que a conservagao de estrutura e sequéncia génica
é rara entre ortdlogos e loci equivalentes em diferentes organismos (revisado por
JOHNSSON et al., 2014). Apenas 12% dos IncRNAs intergénicos (lincRNAs) foram
achados expressos em outras espécies de vertebrados (CABILI et al., 2011). Um
estudo com 16 espécies de vertebrados, separadas por mais de 50 milhdes de anos
de divergéncia evolutiva, mostrou que mais de 70% dos INnCRNAs ndo possuem
ortélogos com similaridades de sequéncia (HEZRONI et al.,, 2015). Além disso,
comparacdes entre INCRNAs de humanos e camundongos mostraram menos de 70%
de identidade, niveis de conservagdo parecidos com regifes intronicas (PANG,;
FRITH; MATTICK, 2006).

Sequéncias dos éxons de IncRNAs evoluem muito mais rapido que sequéncias
de genes codificantes ou UTRs de mRNAs, sugerindo que muitos INcCRNAs néo sejam
funcionais ou que suas fun¢des ndo exigem sequéncias especificas (HEZRONI et al.,
2015). A equivaléncia funcional de INcRNAs entre espécies pode ser possivel, uma
vez que as estruturas secundarias e as afinidades de interacdo entre proteinas e
outros RNAs ndo dependem unicamente da sequéncia dos transcritos (JOHNSSON
et al., 2014). Essas caracteristicas suportam o modelo de que haja conservacao
funcional de IncRNAs entre mamiferos, e que tais fungdes exigem apenas pequenas
sequéncias especificas e tolerem grandes mudancas na arquitetura génica (HEZRONI
et al., 2015).

Apesar da descoberta de algumas fungdes especificas de INcRNAs individuais,
ainda é um desafio generalizar essas descobertas aos mais de 80.000 IncCRNAs
preditos (alta confidéncia) (VOLDERS et al., 2015) no genoma humano (CABILI et al.,

2011). Informac@es detalhadas de uma pequena porcao de IncRNAs foram descritas
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até entdo, e o papel biolégico e os mecanismos de regulacdo de inimeros INCRNAs
ja anotados ainda sao desconhecidos (BUNCH, 2018). Por isso, a caracterizacao
funcional de IncRNAs e a inferéncia dos processos biolégicos em que estédo
envolvidos sdo de imensuravel importancia no entendimento da complexidade do
genoma e na regulacdo mediada por RNA (BUNCH, 2018; LUO et al., 2016).

1.5.1 LncRNAs no desenvolvimento cardiaco

A diferenciacao de células cardiacas requer a ativacdo de programas genéticos
especificos e altamente regulados (OLSON, 2006), conforme mencionado
anteriormente. Estudos recentes tém demonstrado que a expressdo de IncRNAs
contribui para a especificacdo da identidade celular através da regulacdo da
expressdo génica em diferentes niveis (revisado por LOPEZ-PAJARES, 2016). A
identificacdo de novos INCRNAs e sua especificidade tecidual podem fazer com que
representem uma nova classe de moléculas reguladoras durante o desenvolvimento
cardiaco, e sejam pecas chave na determinacdo das estruturas mais complexas do
coracao de mamiferos (SCHEUERMANN; BOYER, 2013).

O transcriptoma de células pluripotentes murinas (WAMSTAD et al., 2012) e
humanas (KURIAN et al., 2015; LI; LIN; YANG, 2015) durante a diferenciacéo
cardiovascular revelou um grande numero de IncRNAs diferencialmente expressos
entre os diferentes estdgios da diferenciacdo. Estes estudos mostraram que 0s
INncRNAs seguem padrdes especificos de expressao temporal, fornecendo uma lista
preliminar de IncRNAs com potencial participacdo na regulacdo dos processos de
desenvolvimento cardiaco (KURIAN et al., 2015; LI; LIN; YANG, 2015; WAMSTAD et
al., 2012; revisado por RIZKI; BOYER, 2015).

Dois IncRNAs murinos — Braveheart e Fendrr - ja foram investigados quanto ao
seu mecanismo de acdo e se mostraram essenciais no desenvolvimento cardiaco,
dando suporte ao importante papel dos INcCRNAs nesse processo. Braveheart e Fendrr
interagem com o complexo de silenciamento epigenético Polycomb 2, afetando a
expressao de genes essenciais durante o desenvolvimento cardiaco inicial (GROTE
et al.,, 2013; KLATTENHOFF et al., 2013; revisado por RIZKI; BOYER, 2015 e
SCHMITZ; GROTE; HERRMANN, 2016). Braveheart ndo é conservado em primatas,
entretanto, um IncRNA transcrito na fita antisense da sequéncia ortéloga de
Braveheart - CARMEN - se mostrou essencial na determinacdo da identidade

cardiaca em humanos (OUNZAIN et al., 2015).
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CARMEN, (CAR)diac (M)esoderm (E)nhancer-associated (N)oncoding RNA, foi
identificado durante a diferenciacdo de cardiomiécitos e sua expressao se
correlaciona com a atividade de enhancers. CARMEN pode agir tanto em cis,
promovendo a atividade transcricional de genes, quanto em trans, uma vez que pode
se ligar ao PRC. Esse IncRNA deriva de um enhancer cardiaco ligado pelos fatores
de transcricdo SRF/NKX2-5, essenciais na especificacdo cardiaca (OUNZAIN et al.,
2015).

Outro IncRNA humano envolvido na diferenciagdo cardiaca € o HBL1, Heart
Brake LncRNA 1, que é conservado entre 0s primatas ndo humanos, mas ndo entre
outros vertebrados. HBL1 é altamente expresso em células pluripotentes
indiferenciadas e sua expressdo diminui durante a diferenciacdo cardiovascular.
Ensaios de ganho e perda de fungdo demonstraram que HBL1 € um regulador
negativo da diferenciacéo cardiaca, uma vez que forma um complexo silenciador com
a proteina AGO2 e interage com o0 miRNA MIR1, reprimindo a funcdo de MIR1 no

inicio do desenvolvimento cardiaco (LIU et al., 2017a).
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares séo a principal causa de mortalidade no mundo
atualmente (LUI et al., 2014; SIEGEL et al., 2014). Segundo a Organiza¢cdo Mundial
da Saude (OMS, 2016), cerca de 17 milhdes de pessoas morrem em decorréncia
dessas patologias por ano. No Brasil, as doencas cardiovasculares sdo responsaveis
por cerca de 20% de todas as mortes em individuos acima de 30 anos (MANSUR &
FAVARATO, 2012). Dentre elas, o infarto do miocardio, por exemplo, pode resultar na
perda de um bilh&o de cardiomiécitos em um anico evento, causando um declinio da
funcado cardiaca (DEUTSCH et al., 2013; ZAMILPA et al., 2014). Além disso, a ma-
formacao do coracdo ocorre em 1% a 2% da populacéo, resultando em uma série de
doencgas cardiacas congénitas (BRUNEAU, 2013).

Em condicbes de homeostase, os cardiomiécitos proliferam em uma taxa
extremamente baixa, estimando-se ser menor que 1% na vida adulta (BERGMANN et
al., 2015). Essa baixa proliferacao € incapaz de compensar a perda de células apés
injuria, por exemplo (SENYO; LEE; KUHN, 2014). Nesse contexto, a introducéo de
cardiomidcitos derivados de células-tronco oferece uma alternativa de terapia, apesar
dos muitos desafios que ainda precisam ser superados, como o direcionamento, a
entrega, a integracdo, a rejeicdo e a maturacdo das células (MURRY & KELLER,
2008).

CTEs sao células pluripotentes e importantes ferramentas para o estudo da
diferenciacéo celular cardiaca (GAN et al., 2014). Entretanto, muitas questdes ainda
perduram sobre os mecanismos envolvidos no processo de diferenciagéo e precisam
ser esclarecidas. O avanco no conhecimento sobre a biologia béasica do
desenvolvimento é de essencial importancia e traz essa possibilidade, permitindo a
otimizacao do uso terapéutico de células-tronco (THOMSON, 1998), e a utilizacao de
outras estratégias, como a reprogramacdo celular direta e a reativacdo de
mecanismos regenerativos enddégenos (DEUTSCH et al., 2013; LUI et al., 2014;
SENYO et al., 2014).

A resposta aos estimulos biolégicos de diferenciacdo resulta na ativacao
transcricional de genes especificos que sao posteriormente controlados por
mecanismos de regulacdo pos-transcricionais. Portanto, h4 um crescente aumento no
interesse do entendimento dos padrdes de expressao e regulacéo génica, bem como

do gatilho de iniciacdo, manutencdo e coordenacdo com O0S processos de
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diferenciacdo (GAN et al., 2014). Neste contexto, o sequenciamento de RNAs em
larga escala (RNA-seq) possibilita 0 amplo levantamento dos perfis de expressao
génica e representa uma importante ferramenta de analise dos mecanismos
moleculares envolvidos na diferenciacdo especifica a cardiomidcitos funcionais.

Perfis transcricionais tém colaborado com a investigacdo das mudancas na
expressao génica durante a diferenciacdo cardiomiogénica (BEQQALI et al., 2006;
DEN HARTOGH et al., 2016; LI; LIN; YANG, 2015; LIU et al., 2017b; TOMPKINS et
al., 2016; XU et al., 2009), entretanto, ja foi demonstrado que os niveis de mMRNA nao
refletem diretamente os niveis proteicos da célula devido, principalmente, a extensiva
regulagao traducional a que estes mMRNAs estdo sujeitos (SCHWANHAUSSER et al.,
2011; TEBALDI et al., 2012). Por isso, a fim de melhor conhecer a traducao efetiva
dos mRNAs que contribuem para a composi¢céo proteica celular e acompanhar as
mudancas ao longo do tempo, é preciso estabelecer a relacdo entre os padrées de
expressdo de mMRNA total e aqueles que efetivamente sintetizardo proteinas
(SONENBERG & HINNEBUSCH, 2007; TIAN et al., 2004).

Nesta perspectiva, uma técnica conhecida como polysome profiling foi
desenvolvida e consiste no isolamento do mRNA que se encontra associado aos
ribossomos, através de um gradiente de sacarose (MASEK et al., 2011,
SPANGENBERG et al., 2013). O protocolo consiste na imobilizacdo dos ribossomos
ativamente em traducado através da utilizagdo do antibidtico cicloheximida, o qual se
liga na subunidade 60S e previne a liberagcdo da molécula de tRNA deacetilada do
ribossomo, bloqueando a elongacéo da traducdo (OBRIG et al., 1971). Os polissomos
sao, entdo, ultracentrifugados através de um gradiente de sacarose, cuja densidade
diferencial contribui para a separagcdao dos grandes complexos polissomais e
moléculas de RNA livre em fracdes distintas (FAYE; GRABER; HOLCIK, 2014;
PANDA; MARTINDALE; GOROSPE, 2017). Durante a separacdo das fracbes é
gerado um perfil polissomal, que por sua vez, pode ser usado para diagnosticar
diferentes aspectos do estado traducional da célula. Por exemplo, as fragbes
polissomais refletem o nivel de atividade de traducdo da célula, e uma reducdo na
taxa de iniciacdo da traducao resulta na reducéo dessas fragcdes e no concomitante
aumento dos ribossomos livres (80S), chamados de monossomos (MASEK;
VALASEK; POSPISEK, 2011; SUNNERHAGEN, 2007).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo da regulagéao
pos-transcricional durante a diferenciacdo de células-tronco a cardiomidcitos

utilizando a técnica de polysome profiling associado ao RNA-Seq.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Caracterizar a regulacdo poés-transcricional durante o processo de diferenciacao

cardiomiogénica através da andlise da expressdo diferencial de RNAs livres e

associados aos polissomos, assim como identificar genes envolvidos nesse processo.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

3.2 Objetivos especificos

Inducdo da diferenciacdo cardiomiogénica de células-tronco embrionéarias
humanas;

Isolamento e identificagdo dos RNAs livres e polissomais das células em
diferenciacdo cardiomiogénica nos dias inicial (D0), 1° (D1), 4° (D4), 9° (D9) e 15°
(D15) através de polysome profiling seguido de sequenciamento em larga escala
(RNA-seq);

Anadlise dos genes diferencialmente expressos entre os diferentes tempos de
diferenciacao e entre as fragdes livres e polissomais;

Identificacdo de vias de sinalizacdo reguladas durante a diferenciacéo e,
especificamente, reguladas pos-transcricionalmente;

Analise de RNAs nao-codificantes longos (INcCRNAs) com expressao e associacao
diferencial aos polissomos durante a diferenciacao;

Avaliacdo funcional de genes selecionados segundo seu perfil de expresséo e

potencial participacdo na diferenciacdo cardiomiogénica.
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CAPITULO |

Artigo
Polysome profiling followed by RNA-seq of cardiac differentiation stages in hESCs

Situacdo — Publicado na revista Scientific Data (dezembro de 2018)

Pereira, I.T.; Spangenberg, L.; Robert, A.W.; Amorin, R.; Stimamiglio, M.A.; Naya, H.;
Dallagiovanna, B. Polysome profiling followed by RNA-seq of cardiac differentiation
stages in hESCs. Sci. data 2018, 5, 1-11, doi:10.1038/sdata.2018.287.

Prefacio
Este capitulo apresenta o artigo publicado na revista Scientific Data, que
descreve o protocolo de diferenciacdo cardiaca de CTE, a técnica de polysome
profiling e a geracdo dos dados de RNA-seq que basearam esta Tese. E um artigo
técnico, de descricdo de metodologias, detalhamento das amostras e controle de
qualidade dos dados. Os dados descritos neste artigo foram usados para as demais

analises descritas ao longo da Tese.
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Background & Summary

Gene expression is controlled by a series of mechanisms, finally leading to protein formation. Continued
findings regarding new regulatory mechanisms of gene expression are due to an increased understanding
of RNA"? and more integrative analysis tools™. The post-transcriptional level of regulation includes
transcript synthesis, 5’ capping, splicing, polyadenylation, nuclear export, translation and decay’.
Translation variants have already been shown as crucial determinants of mammalian gene expression®”,
but genome-wide expression profiling is not able to detect the fine adjustment provided by post-
transcriptional mechanisms. To overcome this issue, the polysome profiling technique has been used to
isolate and further independently analyze ribosome-free and polysome-bound RNAs. RNAs associated
with many ribosomes, called polysomes, form large complexes of high molecular weight® and can be
easily segregated from ribosome-free RNAs through a sucrose gradient’ ',

Protein synthesis control pathways and post-transcriptional mechanisms involved in cell fate
commitment are still being established'*~'*. Cardiac tissue formation occurs through precise activation of
specific sequential genetic programs to drive cells to differentiation. During embryonic development,
cardiomyocytes are derived from the cardiogenic mesoderm through modulation of many pathways and
signaling molecules, including bone morphogenetic proteins (BMP), fibroblast growth factors (FGF),
NODAL, and canonical and non-canonical Wnt (reviewed byls). Moreover, the functional interconnec-
tion between transcription factors, their gene targets and signaling pathways delineates cardiomyogenesis
and is evolutionarily conserved'”. The use of isolated human embryonic stem cells (hESC) and induced
pluripotent stem cells (iPSC) to derive specific cell lineages in vitro raised the possibility of artificially
reproducing and studying this differentiation process. Modifications of signaling pathways were used to
differentiate hESC to cardiomyocytes'® !, which are potential resources for cell therapy and can be used
as tools for developmental studies, investigation of endogenous regenerative promotion and cardiac
toxicity assays'®*>>’. However, there is still a lack of detailed information about the complex gene
regulatory network that controls cardiac commitment. Unveiling key regulatory elements and molecular
signatures of the intermediate differentiation stages can further our current understanding of human
cardiac development and produce, select and identify suitable cells for a range of different applications**.

Here, we describe the polysome profiling during the developmental steps of cardiomyogenic
commitment. Ribosome-free and polysome-bound mRNAs were isolated and sequenced on D0, D1, D4,
D9 and D15, which represents pluripotency, embryoid body (EB) aggregation, cardiac mesoderm, cardiac
progenitor and cardiomyocyte stages, respectively (Fig. 1b). Three independent experiments were
prepared using 2 to 6 million cells on each time-point mentioned, and technical controls for each
analyzed sample and experimental stage were done to ensure high quality data. An overview of the study
design is illustrated in Fig. la. Our dataset provides valuable information regarding hESC cardiac
differentiation and can be used to investigate genes potentially controlled by post-transcriptional
mechanisms. Moreover, these data are a powerful tool to explore new elements involved in cardiac cell
fate commitment and contributes to the development of novel therapy and research approaches.

Methods

Human ESC culture

NKX2-5°FF" HES3 cell lineage was donated by Monash University (Victoria, Australia)®®>. hESCs were
cultured on irradiated mouse embryonic fibroblasts (iMEFs) in specific medium composed of Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM)/F12 supplemented with 20% KnockOut™ serum replacement (KSR,
Gibco™), 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 2 mM L-Glutamine, 1% non-essential amino
acid, 55 pM p-mercaptoethanol and 10 ng/mL of human basic fibroblast growth factor (FGF2) (Sigma).
They were maintained in a humidified incubator with 5% CO, at 37 °C, with daily medium change and
passage every 3-4 days by enzymatic dissociation using 0.05% trypsin/EDTA.

Cardiomyogenic differentiation of hESCs

A cardiac differentiation protocol was adapted from a previously described source in'® and consists of 3
steps: embryoid body (EB) formation, mesoderm induction and cardiac progenitor induction. Initially,
7 x 10° cells/well were plated on Growth Factor Reduced Matrigel Matrix (Corning) 6-well coated dishes
and maintained for 72 h in a humidified incubator with 5% CO, at 37 °C. At day 0 (DO) of protocol,
hESCs were incubated with collagenase I (1 mg/mL) for 20 min at 37 °C, followed by trypsin-EDTA
(0.05%) for approximately 1min. Immediately after, trypsin was carefully removed, and a medium
containing 50% of fetal bovine serum (FBS) and DNAse I (20 U/mL, Invitrogen) was added to the plate.
Cells were detached with a cell scraper to avoid single-cell detachment and centrifuged at 230 x g for
5 min. After removal of the supernatant, a basal medium composed of StemPro34 (StemPro™-34 SFM,
Gibco™), 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 2mM L-Glutamine, 150 pg/mL transferrin,
50 pg/mL ascorbic acid and 0.45 mM monothioglycerol (MTG) was supplemented with 1 ng/mL BMP4
(R&D systems, cat. 314-BP) and added gently. The cell pellet was resuspended to form small clusters of
10-20 cells, which were seeded into ultra-low attachment 6-well culture plates (Corning Costar Ultra-
Low Attachment plate) and kept in a humid incubator at 37°C, 5% CO, and 5% O, (hypoxia) for EB
aggregation for 24 h. At day 1 (D1), EBs were collected and decanted in a round bottom plastic tube for
30 min. After this period, the supernatant was gently removed, and EBs were resuspended in basal
medium supplemented with 10 ng/mL BMP4, 6 ng/mL Activin A (R&D systems, cat. 338-AC) and
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Figure 1. Cardiomyogenic differentiation of hESCs. (a) Schematic representation of the steps followed for
RNA-seq data generation. (b) Schematic representation of the cardiomyogenic differentiation protocol,
indicating days of differentiation and timing of specific induction. (c) Representative images of EBs during
differentiation showing NKX2-5/eGFP expression on D15. Phase contrast (PC) and eGFP fluorescence (left
image), eGFP fluorescence (right image). 250 pm scale. (d) Representative images of differentiated
cardiomyocytes stained for ¢Tnl on D20. Isotype control (left image), cTnl staining (right image). White
rectangle as 50 pm scale.

5 ng/mL FGF2 (R&D systems, cat. 233-FB) to induce mesoderm specification. After 72 h, on day 4 (D4),
the medium was replaced with basal medium supplemented with XAV939 (10 pM/mL) (Tocris, cat.
3748) and VEGF (10 ng/mL) (R&D systems, cat. 293-VE) to induce cells into cardiac progenitors. On
days 8 and 11, the medium was replaced with basal medium supplemented with VEGF (10 ng/mL) and
BMP4 (1 ng/mL). The cells were kept in a humid incubator at 37 °C, 5% CO, and 5% O, during all the
procedure. Three independent differentiation assays were used as experimental replicates. As a control of
cardiomyogenic differentiation, hESC were submitted to the same processing without adding any
induction factor (non induced differentiation).

Flow cytometry

EBs were dissociated on D4 using trypsin-EDTA (0.05%) and incubated for 20 min with the surface
marker PE-conjugated anti-CD56 (BD cat. 347747, 1:25 in 0.5% PBS/BSA) and 1 pg/pL DAPI On D9,
cells were disaggregated with trypsin-EDTA (0.05%) for 5 min and resuspended in PBS to evaluate eGFP
expression. On D15, EBs were disaggregated using 1 mg/mL collagenase I for 16 h and trypsin-EDTA
(0.05%) for 5 min, fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min and permeabilized with 0.5% Triton X-100
for 30 min. Cells were incubated with anti-troponin T (1:100 in 0.5% PBS/BSA, cardiac isoform Ab-1,
Thermo Scientific™, cat. #MS-295-P0) for 30 min followed by Pacific Blue-conjugated anti-mouse
(1:1000) for 30 more min. Analyses were carried out using a FACSCanto II flow cytometer (Bd
Biosciences) and FlowJo software.

Immunofluorescence and fluorescent microscopy

EBs on D15 were visualized under a fluorescent microscope and cardiomyogenic committed cells showed
NKX2-5/eGFP expression. For immunofluorescence staining, EBs on D15 were disaggregated using
1 mg/mL collagenase I for 16 h and trypsin-EDTA (0.05%) for 5 min and plated on Matrigel coated wells.
After 2-5 days, cardiomyocytes were fixed with 4% paraformaldehyde, permeabilized with 0.5% Triton
X-100 and blocked with 1% PBS-BSA. Cells were incubated overnight with anti-troponin I (Santa Cruz
Biotechnology, cat.: sc-15368, 1:100 in 0.5% PBS/BSA) followed by Alexa 546-conjugated anti-rabbit IgG
(1:800, Invitrogen) and 1 pg/pL DAPI. EBs or fixed/stained cardiomyocytes were visualized using a Leica
DMI6000B optical microscope, and images were acquired by LAS AF software.
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Sample Fraction Replicate Deposit
Do 2.23E +06 cells on day 0 Ribosome-free Replicate 1 SAMNO09405494
Polysome-bound Replicate 1 SAMNO09405495
4.02E + 06 cells on day 0 Ribosome-free Replicate 2 SAMN09405504
Polysome-bound Replicate 2 SAMNO09405505
3.18E + 06 cells on day 0 Ribosome-free Replicate 3 SAMNO09405514
Polysome-bound Replicate 3 SAMNO09405515
D1 4.65E + 05 cells on day 1 Ribosome-free Replicate 1 SAMNO09405496
Polysome-bound Replicate 1 SAMNO09405497
2.44E + 06 cells on day 1 Ribosome-free Replicate 2 SAMNO09405506
Polysome-bound Replicate 2 SAMNO09405507
2.38E + 06 cells on day 1 Ribosome-free Replicate 3 SAMNO09405516
Polysome-bound Replicate 3 SAMNO09405517
D4 3.30E + 06 cells on day 4 (76.9% CD56) Ribosome-free Replicate 1 SAMNO09405498
Polysome-bound Replicate 1 SAMNO09405499
4.38E + 06 cells on day 4 (89.2% CD56) Ribosome-free Replicate 2 SAMN09405508
Polysome-bound Replicate 2 SAMNO09405509
2.16E + 06 cells on day 4 (74.4% CD56) Ribosome-free Replicate 3 SAMNO09405518
Polysome-bound Replicate 3 SAMNO09405519
D9 5.04E + 06 cells on day 9 (59.5% eGFP) Ribosome-free Replicate 1 SAMNO09405500
Polysome-bound Replicate 1 SAMNO09405501
6.38E + 06 cells on day 9 (50.7% eGFP) Ribosome-free Replicate 2 SAMNO09405510
Polysome-bound Replicate 2 SAMNO09405511
2.96E + 06 cells on day 9 (64.9% eGFP) Ribosome-free Replicate 3 SAMNO09405520
Polysome-bound Replicate 3 SAMNO09405521
D15 4.58E + 06 cells on day 15 (61.5% cTnT/ 77.8% eGFP) Ribosome-free Replicate 1 SAMNO09405502
Polysome-bound Replicate 1 SAMNO09405503
2.56E + 06 cells on day 15 (54% cTnT/ 71.2% eGFP) Ribosome-free Replicate 2 SAMNO09405512
Polysome-bound Replicate 2 SAMNO09405513
3.45E + 06 cells on day 15 (53.2% cTnT/ 78% eGFP) Ribosome-free Replicate 3 SAMNO09405522
Polysome-bound Replicate 3 SAMNO09405523

Table 1. Description of the samples used to generate RNA-sequencing data of distinct days of

differentiation. Day of differentiation, number of cells, gradient fraction and replicates information. Total of
30 samples were prepared (Data Citation 2).

Polysome profiling

Differentiating cells (2-6 million) at D0, D1, D4, D9 and D15 were treated with 0.1 mg/mL cycloheximide
(Sigma-Aldrich) for 10 min at 37 °C, disaggregated with trypsin-EDTA (0.05%) for 10 min and washed
twice with 0.1 mg/mL cycloheximide in 1X PBS. Polysome lysis buffer composed of 15 mM Tris HCI pH
7.4, 15 mM MgCl,, 300 mM NaCl, 100 pg/mL cycloheximide, 1% Triton X-100, 40 U/pL RNAse Out and
24 U/mL DNAse was used to resuspend cells, followed by 10 min incubation on ice and 10 min
centrifugation at 12000 x g at 4 °C. Sucrose gradients were prepared with BioComp model 108 Gradient
Master using 10% and 50% sucrose solutions (sucrose diluted in polysomal buffer containing 15 mM Tris
HCl pH 7.4, 15mM MgCl, and 300 mM NaCl and prepared in RNAse-free conditions). Clear
supernatants from lysed cells were loaded into the 10 to 50% sucrose gradients and centrifuged at
150000 x g (SW40 rotor, HIMAC CP80WX HITACHI) for 160 min at 4 °C. Sucrose gradient fractions
were separated using ISCO gradient fractionation system (ISCO Model 160 Gradient Former Foxy Jr.
Fraction Collector), and the absorbance was monitored at 254 nm to record the polysome profile.

RNA isolation and quality control

Ribosome-free (fractions 1-3) and polysomal (fractions 10-22) fractions were pooled, and RNA was
isolated using the Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research), following the manufacturer’s instructions.
Quality and quantity of RNA were determined using RNA 6000 Pico (for ribosome-free) and Nano (for
polysome-bound) kits and an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) and compared to reference
samples. Ribosome-free RNA samples ranged from 0.2 to 3.4 pg and polysome-bound from 5 to 16 pg.
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Gene Sequence (5°-3%) Access number Amplicon (pb) Reference

POUS5F1 F: ATGCATTCAAACTGAGGTGCCTGC NM_001173531 192 pb (YE et al., 2013)

R: AACTTCACCTTCCCTCCAACCAGT

NANOG F: ACCAGAACTGTGTTCTCTTCCACC NM_024865 200 pb (ZAEHRES et al., 2005)

R: CCATTGCTATTCTTCGGCCAGTTG

T F: AAAGAGATGATGGAGGAACCCGGA NM_003181 108 pb (YE et al., 2013)

R: AGGATGAGGATTTGCAGGTGGACA

EOMES F: CAAATTCCACCGCCACCAAACTGA NM_001278182.1 108 pb (OVCHINNIKOV et al., 2014)

R: TTGTAGTGGGCAGTGGGATTGAGT

GATA4 F: ACCTGGGACTTGGAGGATAGCAAA NM_002052 169 pb (YE et al., 2013)

R: TCCCATCAGCGTGTAAAGGCATCT

NKX2.5 F: TTAAGTCACCGTCTGTCTCCCTCA NM_001166175 124 pb (YE et al., 2013)

R: ACCGACACGTCTCACTCAGCATTT

TNNT2 F: TGCAGGAGAAGTTCAAGCAGCAGA NM_000364 155 pb (YE et al., 2013)

R: AGCGAGGAGCAGATCTTTGGTGAA

TNNI3 F: GGGGGCCCGGGCTAAGGAGTC NM_000363.4 183 pb (SCHITTINTI et al., 2010)

R: AGGGCAGGGGCAGTAGGCAGGAAG

GAPDH F: GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC NM_002046.3 149 pb PrimerBlast

R: TGGTTCACACCCATGACGA

Table 2. Primer sequences used for qPCR analysis of cardiac developmental genes.

High-Throughput sequencing and data analysis

A total of 30 samples were prepared for sequencing (Table 1). The cDNA libraries were prepared with
200-500 ng of ribosome-free or 2 pg of polysome-bound RNA using the TruSeq Stranded mRNA Sample
Preparation kit (Illumina, Inc.). Quality and quantity of cDNA libraries were determined using the DNA
1000 kit, Agilent 2100 Bioanalyzer and KAPA Library Quantification qPCR (KAPA Biosystems). RNA-
seq was carried out in an Illumina HiSeq 2500 platform, and raw data quality control was generated using
FastQC Reports (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

Mapping and counting of sequencing data were performed with Rsubread package®® against the new
version of the human genome GRCh38. Mapping was done with default parameters and set for unique
mapping of the reads. Counting was performed using the annotation of Ensembl (GRCh38). For
comparisons of gene expression within and between samples, RPKM values (reads per kilobase per
million mapped reads, an expression measure) were determined. For quality check purposes, we
performed a PCA analysis, a dimension reduction method of the matrix of counts, to explore associations
between variables. Samples of the same condition should cluster together in order to ensure consistency
and replicability of results.

Code availability
R code for data analysis is available upon request. The R version used for this study was 3.3.2. R-packages
Rsubread and edgeR were used with versions 1.24.2 and 3.16.5, respectively.

cDNA preparation and quantitative PCR (qPCR)

Total RNA was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen), and cDNA synthesis was performed with
ImProm-II" Reverse Transcription System (Promega), following manufacturer’s instructions. Quanti-
tative analysis of transcripts was performed using SYBR™ Green (Applied Biosystems) and LightCycler 96
(Roche) equipment. The primers that were used are shown in Table 2, and for each reaction, 5 pmol of
primer and 25 ng of cDNA were used. All samples were evaluated in triplicate.

Data Records
Flow cytometry data generated during this study were submitted to the FlowRepository (Data Citation 1).
FCS files related to each replicate and cardiac differentiation time evaluated (day 3, day 4, day 9 and day
15) are available.

RNA-seq data related to this study were submitted to the NCBI repository SRA (Data Citation 2). Raw
RNA-seq data (paired-end fastq files) as generated by Illumina Hiseq 2500 (Data Citation 2). This site
serves as a landing page for the study: description of the project, metadata and raw sequencing files can be
found there. Individual accession numbers for each biological sample are also provided in Table 1.
Counts data and RPKM can be found in file table_genes_counts.xlsx (Data Citation 3). One tab
corresponds to the read counts of each sample, and the other, to RPKM values. Each column of each file
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Figure 2. Expression of markers followed during cardiomyogenic differentiation. Flow cytometry analysis
of (a) D3 and D4 (CD56), (b) D3, D9 and D15 (eGFP) and (c) D15 (cTnT) differentiating cells. Representative
dot plots (n = 3). Non-induced (ni) cells were used as a control for differentiation. (d) Quantification of
percentage of positive cells for the indicated markers (n = 3) (Data Citation 1).

is labeled with the sample condition, e.g., 1D4P corresponds to biological replicate 1, at day 4 and
polysomal RNA fraction.
Beating cardiomyocytes were recorded on video (Online video I, Data Citation 3).

Technical Validation

Cardiomyogenic differentiation

The NKX2-5°“"" HES3 cell lineage is a reporter human embryonic stem cell (hESC) line that can be
used to derive cardiomyocytes and follow the differentiation through eGFP expression®”. Here, we used a
developmentally staged protocol'®*” to induce a cardiac mesoderm population on days 3 and 4 and a
NKX2-57/cTNT" population by day 15 (Fig. 1b). Beating clusters were observed after 10 days of
differentiation (Online video I, Data Citation 3), and cardiomyogenic cells were seen by NKX2-5/eGFP
expression (Fig. 1c). Immunostaining using ¢TNI showed the striations characteristic of sarcomere
structures on day 20 of differentiation, as representative control of differentiation protocol (Fig. 1d). To
follow the differentiation progress, we established two checkpoints during the cardiomyogenesis protocol:
(1) presence of CD56+ cells on days 3-4, which corresponds to mesoderm specification®®, and (2) NKX2-
5/GFP+ cells on day 9, meaning cardiac progenitor commitment. Moreover, cTnT expression was also
determined on day 15 and considered proportional to the efficiency of differentiation. Those markers
were followed by flow cytometry in all replicate experiments (n = 3) (Fig. 2 and Data Citation 1).
Samples used for data acquisition yielded 80.17 + 7.9% of CD56 + on D4, 58.37 + 7.1% of eGFP + on D9
and on D15 75.67 + 3.8% of eGFP" and 56.23 + 4.5% cTNT" cells (Table 1 and Fig. 2).
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Figure 3. Polysome profiling followed by RNA-seq during cardiomyogenic differentiation. (a) Schematic

representation of the sucrose gradient used to segregate ribosome-free and ribosome-bound RNAs and representative
polysome profile (hESCs - DO replicate 2) recorded at 254 nm. Ribosome-free and polysome fractions are indicated.
(b-d) Representative quality analysis of ribosome-free and polysome-bound samples. (a) RNA quality analysis using
Agilent 2100 Bioanalyzer. (b) cDNA library quality analysis using Agilent 2100 Bioanalyzer. (c) RNA-sequencing

reads quality analysis using FastQC. All representative images correspond to DO hESC sample, replicate 2.
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Fraction Replicate Processed reads Mapped reads % mapped reads Genes detected
Do Ribosome-free Replicate 1 3.40E + 07 2.45E + 07 72.06 17,346
Polysome-bound Replicate 1 3.55E +07 3.02E+07 84.99 17,690
Ribosome-free Replicate 2 3.33E+07 1.64E + 07 49.40 16,333
Polysome-bound Replicate 2 347E+07 2.94E +07 84.65 16,820
Ribosome-free Replicate 3 3.87E+07 2.78E+07 71.72 18,019
Polysome-bound Replicate 3 3.48E +07 2.95E+07 84.93 17,118
D1 Ribosome-free Replicate 1 3.71E+07 2.55E+07 68.57 17,978
Polysome-bound Replicate 1 3.73E+07 3.17E+07 84.89 17,921
Ribosome-free Replicate 2 3.81E+07 2.55E + 07 66.93 17,207
Polysome-bound Replicate 2 331E+07 2.81E+07 84.82 17,513
Ribosome-free Replicate 3 2.52E+07 1.72E + 07 68.21 17,447
Polysome-bound Replicate 3 3.60E + 07 3.11E+07 86.28 17,907
D4 Ribosome-free Replicate 1 3.34E + 07 2.89E + 07 86.35 18,057
Polysome-bound Replicate 1 3.85E+07 3.36E+07 87.17 18,368
Ribosome-free Replicate 2 1.39E + 07 8.07E + 06 57.96 16,871
Polysome-bound Replicate 2 3.29E+07 2.83E+07 85.77 17,824
Ribosome-free Replicate 3 2.69E + 07 1.76E + 07 65.33 18,529
Polysome-bound Replicate 3 3.37E+07 2.92E+07 86.64 18,155
D9 Ribosome-free Replicate 1 3.55E + 07 2.62E+07 73.82 18,182
Polysome-bound Replicate 1 2.12E+07 1.90E + 07 89.32 18,552
Ribosome-free Replicate 2 2.67E+07 1.84E + 07 69.02 16,826
Polysome-bound Replicate 2 2.65E +07 2.36E+07 88.95 17,978
Ribosome-free Replicate 3 2.98E + 07 2.16E + 07 72.38 17,678
Polysome-bound Replicate 3 2.90E + 07 2.59E +07 89.38 17,924
D15 Ribosome-free Replicate 1 2.97E +07 2.23E+07 74.96 17,626
Polysome-bound Replicate 1 3.25E+07 2.90E + 07 89.35 18,093
Ribosome-free Replicate 2 5.09E + 07 3.61E+07 70.93 16,636
Polysome-bound Replicate 2 5.00E + 07 4.50E + 07 89.98 17,824
Ribosome-free Replicate 3 5.22E+07 3.73E+07 71.50 15,948
Polysome-bound Replicate 3 2.92E +07 2.60E +07 89.12 17,580

Table 3. Summary of RNA-seq data from ribosome-free and polysome-bound fractions of distinct
cardiomyogenic differentiation time-points (n = 3).

Polysome profiling

In order to increase the accuracy of the cardiomyogenesis translatome study, we chose to use the
polysome profiling methodology to access the polysome-bound RNAs in distinct phases of cardiac
differentiation. We performed polysome profiling on DO, D1, D4, D9 and D15 of the differentiation
protocol, which represent pluripotency, EB aggregation, cardiac mesoderm, cardiac progenitor and
cardiomyocyte stages, respectively (Fig. 1b). Differing densities within the sucrose gradient allowed for
the isolation of ribosome-free and polysome-bound RNAs after ultracentrifugation (Fig. 3a). Several
fractions were separated using the ISCO gradient fractionation system, while the polysome profiles were
recorded using a UV detector (Fig. 3a). The polysome profile derived from each sample was used to
determine the fractions that corresponded to ribosome-free (fractions 1-3) and polysome-bound RNAs
(fraction 10-22), which were pooled and followed by RNA extraction. One representative image of
polysome profile (DO replicate 2) is shown on Fig. 3a.

RNA analysis, cDNA libraries and sequencing quality control

Isolated RNAs from ribosome-free and polysome-bound fractions were analyzed for quality and
concentration to determine their suitability for RNA-sequencing using an Agilent 2100 BioAnalyzer.
Figure 3b shows representative examples of quality results of ribosome-free and polysome-bound
samples. Polysome-bound samples showed two distinct picks, which represent 18S and 28S ribosomal
RNAs. Those peaks were not shown in ribosome-free samples, which was expected, given the absence of
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Figure 4. Data quality analysis of RNA-seq and validation. Principal component analysis (PCA) of (a) all
sequenced samples (total 30 samples), (b) ribosome-free and (c) polysome-bound samples at DO, D1, D4, D9 and
D15 (n = 3). RPKM values (polysome-bound) heatmap of (d) developmental markers showing mesoderm, cardiac
mesoderm, endoderm and ectoderm genes expression; and (e) cardiac markers showing cardiomyocytes (CM),
endothelial cells (EC) and smooth muscle cells (SMC) genes expression. (f) RNA-seq data validation of cardiac
developmental marker gene expression using qPCR. Relative expression to hESC (D0) of pluripotency (POU5F1
and NANOG), mesoderm (T and EOMES) and cardiac markers (GATA4, NKX2-5 and TNNT2) on distinct days
of cardiac differentiation using RNA-seq and q-PCR data. Values are expressed in log2 base.

ribosomes. On the other hand, a smaller peak corresponding to tRNAs was observed. All samples
measured as high integrity and were considered of high quality to be used on RNA-sequencing.

The cDNA libraries prepared with the TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation kit were analyzed
to determine quality and quantity using an Agilent 2100 Bioanalyzer (Fig. 3c). As examples,
representative images generated by this analysis are shown for ribosome-free and polysome-bound
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samples. Moreover, cDNA libraries were also quantified by a KAPA Library Quantification kit (data not
shown), and these values were used to calculate the sequencing input samples. Raw data derived from
sequencing were analyzed using FastQC to determine the quality of the reads by comparing read signals
to the probability of accurate base-reading. All samples showed suitable scores, and a ribosome-free and
polysome-bound representative analysis is shown (Fig. 3d).

Biological RNA-seq data

A brief sample description is illustrated in Table 3. Three experimental replicates were done for each
differentiation time-point and derived ribosome-free and polysome-bound RNA samples. All sequencing
data were deposited at the SRA repository (NCBI) (Data Citation 2). Samples were grouped according to
type of RNA fraction (ribosome-free vs. polysome-bound) using principal component analysis (PCA)
(Fig. 4a) and according to day of differentiation (DO, D1, D4, D9 and D15) (Fig. 4b, c), indicating the
reproducibility of biological replicates. Additionally, RPKM values of developmental markers were
plotted on a heatmap (Fig. 4d) to show the specificity of mesoderm commitment among the three germ
layers. RPKM values of cardiac markers were also plotted (Fig. 4e) to show the higher cardiomyocyte
marker expression when compared to markers of endothelial (EC) and smooth muscle (SMC) cells, other
cardiac progenitor derivatives.

gPCR validation

To identify if our RNA-seq data were compatible with cardiomyogenesis gene expression, we prepared
total RNA samples from the same differentiation time-points for qPCR analysis of developmental and
cardiac marker expression. Comparing the log2 fold change of hESC on day 0 (D0), we demonstrated the
similarity between RNA-seq and qPCR results. POU5F1 (OCT4) and NANOG are transcription factors
expressed in pluripotency conditions which compose the pluripotency core regulatory circuitry*”. These
genes represent markers for the pluripotent state and showed a gradual decrease in expression
throughout differentiation in our RNA-seq and qPCR results (Fig. 4f). Developmental markers were also
analyzed, as the T-box Brachyury/T, which has a conserved role in mesoderm differentiation®’, and
Eomesodermin (EOMES), which expression marks the earliest cardiac mesoderm and promotes
formation of cardiovascular progenitors®'. The mesodermal markers T and EOMES showed increased
expression on D4 (mesoderm stage) and were down-regulated on D9 and D15. Finally, the expression
of cardiac-related genes such as GATA4, NKX2-5 and TNNT2 was increased during differentiation

(Fig. 4f).
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Artigo
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polysomes

Situacao — Publicado na revista BMC Genomics (marco de 2019)

Pereira, |.T.; Spangenberg, L.; Robert, A.W.; Amorin, R.; Stimamiglio, M.A.; Naya, H.;
Dallagiovanna, B. Cardiomyogenic differentiation is fine-tuned by differential mMRNA
association with polysomes. BMC Genomics 2019, 20, 1-16, doi:10.1186/s12864-019-
5550-3.

Prefacio
Este capitulo apresenta o artigo publicado na revista BMC Genomics, o qual
descreve a analise dos dados de RNA-seq ao longo da diferenciacao cardiaca de
CTE. Esse manuscrito teve como enfoques a associacao diferencial de RNAs
mensageiros aos polissomos nas diferentes etapas da diferenciacéo cardiomiogénica
e a regulacdo pos-transcricional que 0s genes expressos estariam submetidos. Tais

abordagens compunham os objetivos especificos desta Tese.
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Abstract

RNAs during cardiomyogenesis.

down-regulation of translation-related genes.

therapy and research approaches.

Background: Cardiac cell fate specification occurs through progressive steps, and its gene expression regulation
features are still being defined. There has been an increasing interest in understanding the coordination between
transcription and post-transcriptional regulation during the differentiation processes. Here, we took advantage of
the polysome profiling technique to isolate and high-throughput sequence ribosome-free and polysome-bound

Results: We showed that polysome-bound RNAs exhibit the cardiomyogenic commitment gene expression and
that mesoderm-to-cardiac progenitor stages are strongly regulated. Additionally, we compared ribosome-free and
polysome-bound RNAs and found that the post-transcriptional regulation vastly contributes to cardiac phenotype
determination, including RNA recruitment to and dissociation from ribosomes. Moreover, we found that protein
synthesis is decreased in cardiomyocytes compared to human embryonic stem-cells (hESCs), possibly due to the

Conclusions: Our data provided a powerful tool to investigate genes potentially controlled by post-transcriptional
mechanisms during the cardiac differentiation of hESC. This work could prospect fundamental tools to develop new

Keywords: Cardiomyogenesis, hESC-derived cardiomyocytes, Polysome profiling, Post-transcriptional regulation

Background

Recent approaches regarding hESCs differentiation made
it possible to mimic features of developmental biology
and address the key events that regulate early lineage
commitment [1]. Cardiomyocytes have been derived
from hESCs as an in vitro model to study cardiomyoge-
nesis and as an attempt to produce clinically relevant
cell populations [2-5]. Modeling congenital abnormalities
of the heart or testing the cardiac toxicity of new drugs
strengthen a particular interest in deriving cardiovascular
lineages from pluripotent stem cells [2]. Additionally, in
vitro cardiomyocyte generation and promotion of an en-
dogenous regenerative capacity offers new therapeutic
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K BMC

strategies to replace heart tissue damaged by age or
disease [6, 7]. Activation of a specific genetic program is
essential to drive cells into the cell type of interest and
contribute to these challenging goals. Cardiac tissue
formation is controlled by sequential gene regulatory steps
that define specialized cell fates [8], although understan-
ding of molecular signatures of intermediate differenti-
ation states of the cardiomyogenic lineage are still lacking.

Gene expression regulation acts at both transcriptional
and post-transcriptional levels. There has been an
increasing interest in understanding how these regula-
tory mechanisms interact and coordinate along the
differentiation processes [9]. Large-scale studies help to
uncover the complex and dynamic multi-layered regula-
tion involving chromatin modifications, transcriptional,
and post-transcriptional networks that control the
reconfiguration of ESC gene expression program when

© The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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cells are stimulated to differentiate [10, 11]. Genome-
wide expression profiling, using microarrays or RNA-seq
analysis, has provided the possibility to investigate
transcriptional ~ changes  during  cardiomyogenic
differentiation [12—17]. However, most of these studies
were centered at total transcriptome analysis. Since the
cellular abundance of proteins is also controlled at the
translation level [18], the most-reliable gene expression
patterns cannot be based solely on total RNA analysis.

The role of translational control as a key regulatory
node in gene expression during development and disease
is still being established. Actively translated mRNAs are
predicted to be associated with many ribosomes, which
form large complexes called polysomes [19]. These com-
plexes define the translatome, the subpopulation of
mRNAs that are engaged with the translation machinery.
Methods to infer the translatome have helped to expand
our knowledge of protein synthesis control and revealed
post-transcriptional mechanisms involved in cell fate
commitment [20-22]. A classical technique called poly-
some profiling has been used to assess the mRNAs
bound to ribosomes through ultracentrifugation in a
sucrose gradient, and further identify them by high-
throughput methods [23-25]. Previously, we used poly-
some profiling to study the fate of human adipose stem
cells (hASCs) and their commitment to adipogenesis
[25, 26]. We showed that 60% of the genes, which were
differentially expressed after 72 h of differentiation induc-
tion, were controlled by post-transcriptional regulation.

Here, we used polysome profiling to assess the ribo-
some-free and polysome-bound mRNAs during the de-
velopmental steps of cardiomyogenic commitment and
investigate genes potentially controlled by post-tran-
scriptional mechanisms. Our results showed that 60-
80% of differentially expressed genes (DEG) showed
some degree of post-transcriptional regulation, suggest-
ing its crucial role in shaping of the developmental path-
ways. Additionally, committed cells showed decreased
protein synthesis rates compared to hESC.

Results

Polysome profiling during hESCs cardiomyogenic
differentiation

The hES-NKX2-5°“*/" reporter human embryonic
stem cell (hESC) line [27] was used to derive cardio-
myocytes using a developmentally staged protocol [2,
28] that includes the induction of a cardiac mesoderm
population on days 3 and 4 and a NKX2-5%/cTNT"
population by day 15 (Fig. 1a and b). Cardiomyogenesis
progression was followed by flow cytometry using CD56
as a mesoderm marker [29] on day 4 (cut off <40%) and
NKX2-5/eGFP expression on day 9 as a cardiac progeni-
tor marker (cut off <50%) (Fig. 1b). Beating clusters
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were observed after 10 days of differentiation (Fig. 1c and
Online Additional file 1: Video S1), yielding a popula-
tion of 50-60% cTNT" cardiomyocytes on day 15
(D15) (Fig. 1b). At day 20, ¢TNI immunostaining
showed the striations characteristic of sarcomere struc-
tures (Fig. 1c).

To investigate the differential association of mRNAs
with polysomes and, therefore, post-transcriptional
changes in gene expression during cardiac differenti-
ation, we first performed polysome profiling on days DO,
D1, D4, D9 and D15, which represent pluripotency,
embryoid body (EB) aggregation, cardiac mesoderm,
cardiac progenitor and cardiomyocyte stages, respectively
(Fig. 1a). After 10 min of cycloheximide treatment, active
ribosomes got arrested with associated RNAs and we
analyzed cellular extracts by ultracentrifugation in a
sucrose gradient (Fig. 1d). Differential density through-
out the gradient allowed the isolation of ribosome-free
(fractions 1-3) and polysome-bound (fractions 9-22)
RNAs. Based on the polysome profile, pooled ribo-
some-free and polysome-bound RNA fractions were se-
quenced using the Illumina platform, yielding nearly 30
million reads for each sample. Approximately 70-80% of
the reads were mapped onto the reference genome
(GRCh38), and more than 17,000 genes were detected in
each type of fraction (Additional file 2: Figure S1). As a
control, D15 cells were also treated with puromycin to
disassemble the polysomes and cardiomyocyte markers
were evaluated by qPCR (Additional file 2: Figure S2).

Correspondence analysis (COA) showed that samples
were grouped according to the type of RNA fraction
(ribosome-free vs. polysome-bound) (Fig. 1le) and
according to the day of differentiation (DO, D1, D4, D9
and D15) (Fig. 1f and g). Polysome-bound samples
showed more distinct groups relative to the day of diffe-
rentiation, indicating high similarity between translated
genes in experimental replicates (Fig. 1g). On the other
hand, ribosome-free samples showed more dispersion
and less similarity between the replicates.

The translatome delineates cardiomyogenic gene expression
During heart development, temporal gene expression
changes occur to define each step of cardiogenic com-
mitment [6, 30]. RPKM values (reads per kilobase per
million mapped reads) for polysome-bound RNA frac-
tion showed the expression levels of known lineage-spe-
cific genes throughout cardiac differentiation (Fig. 2a)
which were confirmed by qPCR (Additional file 2:
Figures S2 and S3). Pluripotency marker genes, including
SOX2, POUSF1 (OCT4) and NANOG, were expressed at
higher levels on DO and D1 and down-regulated at fol-
lowing time-points. The mesoderm marker genes T
and EOMES, and early cardiac gene MESPI were



Pereira et al. BMC Genomics

(2019) 20:219

Page 3 of 16

Dimension 2 (14.9%)

Fig. 1 Polysome profiling of hESC during cardiomyogenic differentiation. (a) Schematic representation of cardiomyogenic differentiation protocol
indicating developmental stages and timing of sample collection. (b) Flow cytometry analysis of D4 (CD56), D9 (eGFP) or D15 (cTnT and eGFP)
differentiating cells. Representative dot plots (n = 3). (c) Representative images of EBs during differentiation showing NKX2-5/eGFP expression on
D15 (top panel) and immunostaining of cTNI on D20 (bottom panel). Cells were co-stained with DAPI to visualize the nucleus. (d) Representative
polysome profile obtained by sucrose gradient of cells at distinct time-points of differentiation (n = 3). Ribosome-free (red) and polysome (blue)
fractions are indicated. Correspondence analysis (COA) of (e) all sequenced samples (total 30 samples), (f) ribosome-free and (g) polysome-bound
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Fig. 2 Polysome-bound RNA-seq revealed massive regulation of developmental genes. (a) Expression of lineage marker genes quantitated by -log2
RPKM. Stage markers are color-coded. Blue: pluripotency. Green: mesoderm. Light red: cardiac progenitors. Dark red: cardiomyocytes. Uncolored:
endoderm and ectoderm. (b) Numbers of differentially expressed genes at each differentiation time-point, compared to the preceding time-point
(FDR < 0.05, — 2 > logFC> 2). Numbers of protein-coding and non-coding genes are also shown (bottom panel). (c) Gene Ontology analysis of EnrichR
Biological Process (BP) enriched terms for up-regulated (FDR < 0.05, logFC> 2) genes during cardiomyocyte differentiation when compared to each
preceding time-point. (d) Gene expression pattern clusters of pluripotency (top) and cardiac (bottom) related genes and their EnrichR BP enriched
terms. Six terms with lower p-values are shown. See also Additional file 2: Figures S4 and S5

highly specifically expressed on D4. Expression of car-
diac-related genes such as GATA4, NKX2-5 and TBXS5 as
well as cardiomyocyte-specific sarcomeric genes TNNI,
TNNT, MYL7 and MYH6 were observed from D9 to D15.
In contrast, the endoderm (PECAMI and PDXI) and
ectoderm (PAX6 and FOXP2) marker genes did not
change their polysome association during cardiomyogenic
differentiation (Fig. 2a).

Comparisons between each differentiation time-point
and the preceding time-point, considering an overall
EDR of <0.05 and - 2 > logFC =2, identified differentially
expressed genes (DEGs) in polysome-bound RNA
fractions (Fig. 2b, data available in Additional file 3).

Aggregation of embryoid bodies during the first 24 h of
differentiation induced differential expression of 288
genes. Mesoderm commitment from D1 to D4 showed
1264 DEGs, and cardiac progenitor progression to D9
showed 1582 DEGs. The final step of differentiation
analysis on D15 showed 743 DEGs compared to D9. In
general, the majority of DEGs were up-regulated, except
for D15 compared to D9, where the number of
down-regulated genes was slightly higher than up-regulated
genes (Fig. 2b). Similar numbers of genes and patterns of
up- and down-regulated genes were shown in the
ribosome-free samples (Additional file 2: Figure S4A and
Additional file 4). Regarding the protein-coding and



Pereira et al. BMC Genomics (2019) 20:219

non-coding genes in polysome-bound samples, appro-
ximately 20% of DEGs in each time-point analysis are
annotated as non-coding RNAs, in which 39% correspond
to “lincRNA”, 22% to “antisense” and 18% to “processed
pseudogene” RNAs (Additional file 2: Figure S4B).

Gene Ontology (GO) analysis of polysome-bound
up-regulated DEGs (FDR <0.05 and logFC >2) revealed
developmental and cardiac-related “biological process”
(BP) during cardiac differentiation (Fig. 2c). BP terms
p-values (-logl0) of DEGs for each time-point compared
to the preceding one are represented in Fig. 2c heatmap.
“Cardiac muscle tissue morphogenesis” and “regulation
of muscle contraction” are highly enriched on D9 (com-
pared to D4) and only slightly enriched on D15 (com-
pared to D9), indicating that on D9, most cardiac
characteristics are already committed. This pattern is
similar for “muscle system process” and “muscle con-
traction”. “Extracellular matrix organization” seems to
have important roles in two distinct phases: mesoderm
commitment (D4) and cardiomyocyte final differen-
tiation (D15) (Fig. 2c and Additional file 2: Figure S5).

To assess more information about variations in gene ex-
pression during cardiac differentiation, we performed gene
clustering using logCPM (counts per million mapped
reads). Distinct pattern expression groups were shown:
genes with decreased expression during the differentiation,
called pluripotency-related cluster and enriched in early
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specification” and “BMP signaling pathway”; and genes with
increased expression during cardiac differentiation, called
cardiac-related cluster and enriched in lineage specific
commitment terms, such as “muscle tissue develop-
ment” and “regulation of heart contraction” (Fig. 2d).

Strong gene expression coordination is observed during
mesoderm-to-cardiac progenitor commitment
When considering polysome-bound RNAs, the largest
gene expression variation showing 1582 DEGs occurred
during the D4 to D9 shift, which represents mesoderm-
to-cardiac progenitor commitment (Fig. 2b). GO analysis
revealed that some of D4 up-regulated BP terms were
also enriched in the D9 down-regulated analysis (Fig. 3a
and Additional file 2: Figure S5), such as “pattern specifi-
cation process” and “embryonic morphogenesis”. These
findings suggest a crucial gene expression regulation at
this stage. Comparisons between D4 up-regulated and
D9 down-regulated genes showed 217 in common,
which are related to “mesoderm development” and
“embryonic pattern specification” BP terms (Fig. 3b).
Moreover, an expression gene clustering pattern showed
a distinct group of genes highly and specifically expressed
on D4 (Fig. 3c). Those genes are called mesoderm-related
genes and are enriched on developmental processes, such
as “pattern specification process”, “regionalization” and
“somitogenesis”. Altogether, these results indicate that the

developmental BP terms, such as “anterior/posterior axis  developmental  progress of  mesoderm-to-cardiac
N
A Biological Process terms
Tarsesl pattern specification process (G0:0007389)  142/385
203N embryonic morphogenesis (GO:0048598)  [132/403) B
upD4 DOWN D9
| E— Y regionalization (GO:0003002)  1'32/247 1
anterior/posterior pattern specification
s (G0:0009952) saan
651 217 425
DS somitogenesis (G0:0001756) /41
30 20 10 0 0 S 10 15
-log10 p-value I D4 UP-regulated -log10 p-value
B D9 DOWN-regulated
GO Biological Process Term Overlap  P-value
mesoderm development (G0:0007498) 05/19  1.48E-06
C Mesoderm-related cluster yoni ificati L
somitogenesis (G0O:0001756) 04/09  1.63E-06
- GO Biological Process Term Overlap  P-value mesoderm formation (G0:0001707) 04/09  1.63E-06
pattern specification process (G0:0007389) 18/385 12610 gastrulation (G0:0007369) 03/07 _ 4.27€:05
s e post-anal tail morphogenesis (G0:0036342) 05/20  1.86€:07 anterior/posterior axis i (Go: 03/08 _ 6.78€-05
%’j regionalization (GO:0003002) 12/247 117607
L2 somitogenesis (G0:0001756) 06/41  3.13£:07
- segmentation (GO:0035282) 06/44  4.84E-07
anterior/posterior axis specification (G0:0009948) 05/37  4.77€-06
DO DI D4 D9 DI5
Fig. 3 Mesoderm and cardiac progenitor commitment gene expression. (@) GO EnrichR BP enriched terms for D4 up-regulated (FDR < 0.05,
logFC> 2) and D9 down-regulated genes (FDR < 0.05, logFC<— 2). Overlap is shown inside the bars for each term in each condition. (b) Venn
diagram and GO EnrichR BP enriched terms of common D4 up-regulated (FDR < 0.05, logFC> 2) and D9 down-regulated genes (FDR < 0.05,
logFC<— 2). Six terms with lower p-values are shown. (c) Gene expression pattern cluster of mesoderm-related genes and their GO EnrichR BP
enriched terms. Six terms with lower p-values are shown
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progenitor is carefully regulated and can be assessed by
polysome-bound RNA analysis.

Cardiac commitment is intensely tuned by differential
mRNA association with polysomes

Gene expression fluctuations could be a consequence of co-
ordination or lack thereof between transcription and trans-
lation rate changes. To assess the post-transcriptional
regulation during the cardiomyogenic differentiation, we
performed the two step-analysis: (1) DEGs were identified
through the comparison between each differentiation
time-point and the preceding time-point, considering an
overall FDR<0.05, —2>1logFC >2 and RPKM >1 on
ribosome-free or polysome-bound samples (Additional files
3 and 4, respectively); and (2) ribosome-free DEGs and
polysome-bound DEGs were compared and classified ac-
cording to the following categories (Additional file 5).
Genes that were up- or down-regulated in both fractions
were labeled “up-coordinated” or “down-coordinated”.
Transcripts that were up-regulated in ribosome-free frac-
tion but might be neutralized by post-transcriptional mech-
anisms were labeled “up-buffered”, or in the opposite case,

as “down-buffered”. Moreover, genes showing that their
polysome association was increased or decreased, were la-
beled “up-loaded” or “down-loaded”, respectively (Fig. 4a).
We used the coordinated, buffered and loaded clas-
sification of DEGs and included one more label
category considering the final gene expression as co-
ordinated, post-transcriptional positive or negative
regulation (Fig. 4a). Therefore, when compared to the
preceding time-point, genes up- or down-coordinated were
labeled being under coordinated regulation, genes
up-buffered and down-loaded under post-transcriptional
negative regulation and genes down-buffered and
up-loaded under post-transcriptional positive regulation.
Approximately 60-80% of DEGs showed one or another
kind of post-transcriptional regulation, positive or negative,
suggesting a crucial role of this level of gene expression
control (Fig. 4b). Interestingly, during the initial steps of dif-
ferentiation (D0-D1 and D1-D4), there was a prevalence of
up- (10/19 and 142/271) or down-loaded (60/138 and 190/
351) genes, suggesting a strong post-transcriptional regula-
tion at these stages. During cardiac progenitor commitment
on D9, numbers of coordinated, buffered and loaded genes
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were similar, either on positive or negative regulation. On
the other hand, between D9 and D15 most genes were
classified as buffered, in particular, on positive regulation
(234/370), indicating that transcriptional variations might
be controlled by post-transcriptional mechanisms. These
results corroborate our previous findings showing that
most of cardiac characteristics are already committed on
D9 (Fig. 2).

Considering that Gene Ontology-annotated genes are
usually protein-coding, we filtered our data and performed
GO analysis using only protein-coding genes. Analysis of
coordinately regulated genes showed well-established
pathways during hESC differentiation, such as the Reac-
tome pathway terms “POU5F1 (OCT4), SOX2, NANOG
repress genes related to differentiation”, “Transcriptional
regulation of pluripotent stem cells” and “Developmental

Biology”, which were upregulated on D1 and D4 and
down-regulated later (D9 and D15) (Additional file 2:
Figure S6). Additionally, the cardiac-related pathway
“Muscle contraction” and cardiac-specific pathway
“Cardiac conduction” were coordinately up-regulated at
D9 and D15 time-points (Additional file 2: Figure S6).
Genes classified as buffered or loaded showed enriched
pathway terms with a diversity of biological processes
(Fig. 5). The Reactome pathways “Developmental Biol-
ogy” and “NCAM signaling for neurite out-growth” were
up-loaded on D4 and down-loaded on D9, once more
suggesting the critical regulation at this stage. For in-
stance, developmental-related genes, such as NOTUM,
CERI and SOX17, appeared as up-loaded on D4 and
down-loaded on D9 (Additional file 5 and Additional file
2: Figure S7A), indicating the polysomal loading
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regulation. The “M phase” and “Mitotic Metaphase and
Anaphase” terms were shown as down-loaded on D15,
while “Cyclin A/B1 associated events during G2/M tran-
sition” as down-buffered, indicating the fine adjustment
of cell cycle during differentiation. The E2F Transcrip-
tion Factor 1 plays a crucial role in the control of cell cycle
[31] and was shown as involved in myoblast proliferation
and differentiation through the auto-regulation loop with
miR-20a-5p and miR-20b-5p [32]. E2F1 gene appeared less
associated to polysomes on D9 (FDR < 0.05, logFC - 1.73,
not included on down-loaded group), and down-buffered
on D15, illustrating an initial polysomal dissociation
followed by transcriptional down regulation of this gene
(Additional files 3 and 4).

We have previously shown that “Extracellular matrix
organization” seems to have an important role during dif-
ferentiation (Fig. 2c), and it is probably also being
post-transcriptionally regulated once it showed as
enriched for up-loaded genes on D4, D9 and D15 (Fig. 5).
Between the D15 up-loaded genes are LUM, COL6A3 and
COL3A1 (Additional file 5). COL3A1 was already shown
as post-transcriptionally regulated by the interaction of
the heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP) Al
mRNA-binding protein with its 3’-UTR [33]. Interest-
ingly, the cardiac-specific NKX2-5 gene was shown as
up-buffered on D4, suggesting that its RNA was tran-
scribed but not translated yet. On D9, this gene was
shown as up-coordinated, suggesting, in this case, its tran-
scription and translation (Additional file 2 and Additional
file 5: Figure S7B). In addition, other crucial cardiac tran-
scription factors, such as MEF2A and TBXS5 appeared as
up-loaded on D9, indicating their polysome-bounding in-
crease on this stage (Additional file 5 and Additional file
2: Figure S7C).

To further characterize how recruitment to and dissoci-
ation from ribosomes influence gene expression, we per-
formed polysome/ribosome-free ratio analysis using
RPKM values. The results showed genes affected by poly-
some recruitment (FDR <0.05, logFC >2) or dissociation
(FDR £0.05, - 2 2 logFC) during cardiomyocyte differenti-
ation (Additional file 6). Some of them are also DEGs in
polysome-bound or ribosome-free fractions, but most are
not differentially expressed (Fig. 6a and Additional file 2:
Figure S8). GO analysis for these non-differentially
expressed and ratio-variated genes showed a variety of
BP terms (Fig. 6b and Additional file 2: Figure S8). For
instance, the development-related pathways JUN, Wnt
and Notch were strongly regulated between D1, D4 and
D9, were recruited from D1 to D4 and dissociated from
D4 to D9 (Fig. 6b). The polysome/ribosome-free ratio
of the JUN, Wnt and Notch pathway genes MTCHI,
GALNTI11, NCLN and TMEM?237 were plotted to
visualize the variations on D1, D4 and D9 as an example
(Fig. 6¢).
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mRNA loading into polysomes fine-tunes crucial
processes during hESC cardiomyogenesis

To better understand the changes in translation between
hESC and cardiomyocytes, we performed Gene Ontology
(GO) analysis with DEGs of DO (hESC) vs. D15 (cardio-
myocytes), considering FDR <0.05, - 1>logFC 21 and
ribosome-free and polysome-bound data combined
(Additional file 7). Genes down-regulated on D15 were
enriched in Biological Process (BP) terms such as “rRNA
processing”, “tRNA aminoacylation for protein transla-
tion” and “cytoplasmic translation”, which were grouped
as “RNA-related terms” (Fig. 7a). Combining the genes
annotated in this group (143 genes down-regulated on
D15) and analyzing their post-transcriptional regulation
classification, 44 (30.7%) of them were down-coordinated
and 72 (50.3%) were down-loaded (Fig. 7b and Additional
file 7). In addition, many ribosomal proteins were shown
down-regulated on D15, predominantly down-loaded
(90.9%) (Fig. 7c). Other translation machinery proteins
were also down-regulated after cardiomyocyte commit-
ment, for instance, the initiation factors EIFSALI and
EIF4E1B, and elongation factor EEF1E1 (Additional file 7).
On the other hand, the cardiac elongation factor EEF1A2
[34] was up-regulated on D15 (Additional file 7).

Moreover, to explore if non-differentially expressed
genes could have been affected by the variation in
polysome occupancy (recruitment vs. dissociation), we
also compared the polysome/ribosome-free RPKM ra-
tio between hESCs (D0) and cardiomyocytes (D15)
(Additional file 6). Interestingly, genes related to
translation processes also showed polysomal dissoci-
ation on D15 when compared to DO, illustrated by
the decreased polysome/ribosome-free ratio (Fig. 7d
and e). Among them, there are translation initiation
factors (EIF4A3, EIF4E, EIF4B), ribosomal proteins
(RPL6, RPL14) and RNA helicases (DDXS52), whose ra-
tios are plotted in Fig. 7f (Additional file 6). Some of these
observations were confirmed by qPCR (Additional file 2:
Figure S9).

To further confirm that the down-regulation of
translation-related genes after cardiomyogenic differ-
entiation could affect protein synthesis, we per-
formed a protein synthesis quantification assay. Cells
on DO (hESC) and D15 (cardiomyocytes) were
treated with O-propargyl-puromycin (OPP) which is
incorporated into newly translated proteins and then
fluorescently labeled. Quantification of fluorescence
intensity showed a decrease in protein synthesis after
cardiac commitment compared to undifferentiated
cells (Fig. 7g and h). Taken together, these findings
suggest a translation adjustment during hESC-to-car-
diomyocyte differentiation.

Interestingly, other crucial cellular processes also
showed regulation by post-transcriptional mechanisms.
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For instance, on D1 down-buffered and D15 up-buffered
GO analysis, the Reactome pathway terms related to cel-
lular metabolism were enriched, suggesting an important
post-transcriptional regulation of this process during
cardiomyogenic differentiation. Metabolic properties dif-
fer between cardiomyocytes and hESCs [35], thus, to
understand the regulation of metabolic genes, we
grouped the genes annotated as the Reactome pathway
terms related to cellular metabolism and called them
“Metabolism-related genes” (Additional file 2: Figure
SI0A and Additional file 7). Comparing the
ribosome-free and polysome-bound data, 494 genes were
up-regulated on D15, among which 243 (49.2%) were
up-loaded, 46 (9.3%) were up-buffered and 205 (41.5%)
were up coordinated (Additional file 2: Figure S10B).
This likely reflects the post-transcriptional contribution
to cardiomyocyte metabolic remodeling demonstrated
by metabolic gene recruitment to polysomes.

Discussion

In this report, we differentiated hESC to cardiomyocytes
and analyzed distinct time-points during this process to
assess the temporal cell fate transition. The polysome
profiling approach followed by ribosome-free and
polysome-bound RNA-seq allowed us to evaluate gene
regulation during the cardiogenic commitment. Poly-
some profiling analysis has been used as a robust
method to assess the association of ribosomes with
mRNAs, providing information about their translational
status [23-25]. Here, we show that polysome-bound
RNAs reflect the cardiac commitment phenotype, illus-
trated by down-regulation of pluripotency core regula-
tory circuitry (OCT4, SOX2 and NANOG) [36] followed
by up-regulation of cardiomyogenesis-related genes. The
recapitulation of developmental steps is a powerful strat-
egy to control a specific cell fate [1], where the first step
is the transition into one of the three embryonic germ
layers. The heart originates from the mesoderm emer-
ging from the primitive streak [30]. Mesodermal devel-
opment genes were found to be strongly regulated on
D4, which represents the cardiac mesoderm commit-
ment time-point. The massive number of DEGs between
D4 and D9, added to the up-regulation of developmental
pathways and pattern specification genes on D4 followed
by their down-regulation at progenitor specification
stage (D9) are consistent with the complexity of multiple
mesodermal lineage choices, recently mapped by Loh et
al. (2016) [37].

Moreover, we showed that 60—80% of DEG along car-
diomyogenic differentiation were under some degree of
post-transcriptional regulation. Uncoupling between the
transcriptome and translatome changes, characterized by
the independency of the machineries responsible for
mRNA availability and engagement in translation, has
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been observed in most cell types [38]. Here, we observed
that many metabolic and cellular processes are regulated
exclusively at the level of polysomal association, prob-
ably because of post-transcriptional regulatory mecha-
nisms in cellular development [25, 39, 40]. Surprisingly,
genes with coordinated regulation (additive regulation)
represent a minority of DEGs. In addition to that,
changes in the abundance of mRNAs do not directly in-
fluence their polysomal engagement, represented by the
buffered expression genes. The mRNA access to the
translation machinery is governed by the interaction of
translation factors with its sequence and structural mo-
tifs and is mediated by a complex network of
trans-acting proteins and regulatory RNAs [41, 42].
While mRNA levels in the cytoplasm can randomly fluc-
tuate due to transcriptional bursts, the final gene expres-
sion levels are adjusted at the time of protein synthesis
[43]. McManus et al. (2013) [44] showed that buffering
effects on gene expression (translation efficiency oppos-
ite to mRNA abundance) were common and would re-
duce divergent interspecies expression at the protein
level. Translational regulation has already been reported
in mouse mesoderm commitment [45] and hESC neur-
onal differentiation [46]. Here, we show unprecedented
data about post-transcriptional regulation during human
cardiomyogenic commitment.

We also found that the translational activity is reduced
during differentiation; this became more evident when
comparing hESC on DO to cardiomyocytes on D15. Protein
synthesis rate in cardiac tissue decreases from fetal to adult
development, and in adult heart is lower than in other tis-
sues [47, 48]. Chorghade et al. (2017) showed that the
translation initiation RNA-binding protein PABPC1 is
post-transcriptionally down-regulated in the adult heart tis-
sue, which possibly decreases the translational capacity of
the heart. Our data showed that the D15 down-regulated
genes were enriched in RNA processing and translation
genes, which were mostly down-regulated only in the
polysome-bound fraction. Translation-related genes also
showed polysomal dissociation on D15 when compared to
D0, illustrated by the decreased polysome/ribosome-free ra-
tio, further suggesting a strong post-transcriptional regula-
tion and corroborating previous observations [38, 49, 50].

Protein synthesis is an indispensable process for main-
taining homeostasis in the cell, and aberrations in its
regulation may contribute to a wide range of diseases
[51]. We have previously investigated the translational
regulation during cell commitment to adipogenesis in
hASCs. Our results showed the translational control as a
key mechanism regulating the early steps of adipogenic
differentiation, with a significant reduction in protein
synthesis and a lower translational efficiency of riboso-
mal proteins [52]. In vitro differentiation of other cell
types also showed decreasing translation rate, due to,
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e.g., elF2a phosphorylation or rRNA biogenesis [53-57].
Blair et al. (2017) reported the translational down-regu-
lation of translation-related genes after hESC neuronal
differentiation (including translation initiation factors
and ribosomal proteins) [46], indicating that this mech-
anism doesn’t seem to be cardiac-specific. In contrast,
Blanco et al. (2016) showed that adult stem cells have
lower protein synthesis rates than committed cells, using
skin as a model. In normal skin, the RNA methyltrans-
ferase NSUN2 expression is restricted to committed hair
follicle populations. They have demonstrated that loss of
NSUN2 causes hypomethylation of tRNAs, accumula-
tion of 5" tRNA fragments, which repress cap-dependent
protein translation [58—60]. This reduced translation in
adult stem cells is probably related to the biology of
these specific cell types. Adult stem and progenitor cells
are metabolically quiescent and low, if at all, prolifera-
tive. After stimulation by injury, they enter an activation
state where they proliferate and show increased transla-
tional rates [61]. These particular characteristics make
the comparison of the regulatory pathways and mecha-
nisms underlying translational regulation in adult and
embryonic stem cells not possible as these cells are in
different stages of differentiation and in completely dif-
ferent biological environments. Our model recapitulates
embryonic differentiation, where highly proliferative
stem cells commit and differentiate into cell types with
defined gene expression patterns and, in most cases,
lower proliferative rates.

Noncontractile stem cells require less energy than
beating cardiomyocytes, therefore, a transition in ener-
getic infrastructure is necessary to support the increased
energetic needs during cardiac differentiation [62, 63].
This switch in energy metabolism is associated with
increased mitochondrial maturation and oxygen con-
sumption and reduced glycolysis, due to a metabolic
transcriptome remodeling [35, 62]. We showed that
the metabolic reconfiguration is also a consequence of
post-transcriptional level gene regulation. Almost 50%
of metabolism-related genes regulated on D15 were
increased only in polysome-bound fraction, character-
izing the higher recruitment of these genes to the
translational machinery. Increasing evidence has been
showing the role of translational control in regulating
metabolic function and that its defect is implicated in
the pathogenesis of metabolic disorders [64, 65]. Add-
itionally, cardiomyocyte mRNA interactome revealed
that metabolic enzymes can act as RBPs [66], and en-
ergy metabolism proteins were found associated with
ribosomes in ESCs, for instance, controlling the trans-
lation of mRNAs [67]. All these lines of evidence sug-
gest a close relationship between cellular metabolism
and translational control which deserves further
exploration.
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Conclusions

Polysome profiling followed by ribosome-free and
polysome-bound RNA-seq of hESC cardiogenic commit-
ment allowed us to evaluate gene expression regulation,
revealing a massive control of developmental steps.
Post-transcriptional regulation might be acting on 60—-80%
of DEG along cardiomyogenic differentiation, contributing
to the final phenotype. Cardiomyocytes translational activ-
ity was reduced when compared to undifferentiated cells
showing that translation regulation is also controlled dur-
ing differentiation. Understanding the biological processes
that trigger differentiation is crucial for an improvement
of in vitro differentiation strategies and discovery of en-
dogenous regenerative pathways. Our results helped to
uncover transcriptional and post-transcriptional regulation
involved in cardiomyogenic commitment gene expression,
collected unprecedented data regarding polysome-bound
RNAs and provided advances in comprehension of differ-
entiation processes. Altogether, this work could prospect
fundamental tools to develop new therapy and research
approaches.

Methods

Cell culture and cardiomyocyte differentiation
hES-NKX2-5°CF" cell line was a gift from Dr. David
A. Elliott (Monash Immunology and Stem Cell Labora-
tories, Monash University, Australia) [27]. Cells were
maintained on irradiated MEFs (mouse embryonic fibro-
blasts) using DMEM-F12 (Gibco™) with 20% KSR
(Gibco™), 0.1 mM non-essential amino acids, 55puM
B-mercaptoethanol, 100 pg/mL penicillin-streptomycin,
2 mM L-glutamine and 10 ng/mL bFGF. The cardiomyo-
cyte differentiation protocol was adapted from the previ-
ously published one [2]. Seventy-two hr. before
differentiation, 7 x 10° cells/well were passaged onto a
6-well plate coated with Growth Factor Reduced BD®
Matrigel Matrix for feeder depletion. Then, cells were
dissociated with collagenase I (1 mg/mL) for 20 min
followed by trypsin-EDTA (0.05%) for approximately 30s
and scraped to form small clusters. After washing, the
clusters were cultured in 6-well Ultralow Attachment
Corning plates using StemPro-34 (Invitrogen), supple-
mented with 100 ug/ml penicillin-streptomycin, 2 mM
L-glutamine, 150 pg/mL transferrin, 50 pg/mL ascorbic
acid and 0.45 mM monothioglycerol (MTG) and kept in
humid incubator at 37 °C, 5% CO, and 5% O,. For embry-
oid bodies (EBs) aggregation (D0-D1), the basal medium
was supplemented with 1ng/mL BMP4. On DI, the
medium was replaced with supplementation of 10 ng/mL
BMP4, 6 ng/mL Activin A and 5 ng/mL bFGF; on D4 with
10 pg/mL VEGF and 10 pM XAV 939, and starting on DS§,
the medium was replaced every two or three days supple-
mented with 10 pug/mL VEGF and 1 ng/mL BMP4. Three
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independent differentiation assays were used as experi-
mental replicates.

Flow cytometry

EBs were dissociated on D4 using trypsin-EDTA (0.05%)
and incubated with the surface marker PE-conjugated
anti-CD56 (1:25 in 0.5% PBS/BSA, BD cat. 347,747) and
1pg/uL DAPL On D9, cells were disaggregated with
trypsin-EDTA (0.05%) for 5 min and resuspended in PBS
to evaluate eGFP expression. On D15, EBs were disag-
gregated using 1mg/mL collagenase I for 16h and
trypsin-EDTA (0.05%) for 5 min, fixed with 4% parafor-
maldehyde, permeabilized with 0.5% Triton X-100 and
incubated with anti-troponin T antibody (1:100 in 0.5%
PBS/BSA, cardiac isoform Ab-1, Thermo Scientific™, cat.
#MS-295-P0) followed by Pacific Blue-conjugated
anti-mouse antibody (11000). Analyses were carried out
using a FACSCanto II flow cytometer and FlowJo software.

Immunofuorescence and fluorescent microscopy

On D15, EBs were disaggregated using 1 mg/mL collage-
nase I for 16 h and trypsin-EDTA (0.05%) for 5 min and
plated on Matrigel-coated wells. After 25 days, cardio-
myocytes were fixed with 4% paraformaldehyde, perme-
abilized and blocked with 0.5% Triton X-100 and 1%
PBS-BSA. Overnight incubation with anti-troponin I
antibody (1:100 in 0.5% PBS/BSA, Santa Cruz Biotechnol-
ogy, cat.: sc-15,368) followed by Alexa 546-conjugated
anti-rabbit IgG (1:800, Invitrogen) and 1 pg/pL DAPI. EBs
or fixed cardiomyocytes were visualized using a Leica
DMI6000B optical microscope and images and videos ac-
quired by LAS AF software.

Polysome profile and RNA isolation

At the indicated time points, monolayer hESC on DO or
differentiating EBs were treated with 0.1 mg/mL cyclo-
heximide (Sigma-Aldrich) for 10 min at 37 °C, disaggre-
gated with trypsin-EDTA (0.05%) for 10 min and washed
twice with PBS. Cells were resuspended in polysome
lysis buffer (15mM Tris HCl, pH7.4, 15mM MgCI2,
300 mM NaCl, 1% Triton X-100, 40 U/uL RNAse Out,
24 U/mL DNAse and 100 pg/mL cycloheximide), incu-
bated for 10 min on ice and centrifuged at 12000 x g for
10 min at 4°C. For the puromycin control, cells were
treated with 2 mg/mL puromycin for 1h before disag-
gregated and the buffers were used without cyclohexi-
mide. The supernatants were loaded onto 10 to 50%
sucrose gradients (prepared with BioComp model 108
Gradient Master) and centrifuged at 150000 x g (SW40
rotor, HIMAC CP80WX HITACHI) for 160 min at 4 °C.
Different sucrose gradient fractions were separated using
ISCO gradient fractionation system (ISCO Model 160
Gradient Former Foxy Jr. Fraction Collector), connected
to a UV detector, which monitored the absorbance at

Page 13 of 16

275nm to record the polysome profilee. RNA from
ribosome-free and pooled polysomal fractions was isolated
using the Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research),
following the manufacturer’s instructions.

High-throughput sequencing and data analysis

For c¢DNA library preparation, 200 to 500ng of
ribosome-free or 2pug of polysome-bound RNA were
used to perform three independent sample replicates.
The cDNA libraries were prepared using the TruSeq
Stranded mRNA Sample Preparation kit (Illumina, Inc.),
and RNA-seq was carried out in an Illumina HiSeq plat-
form. Mapping and counting of sequencing data was
performed with the Rsubread package [68] against the
new version of the human genome GRCh38. Mapping
parameters were set for unique mapping of the reads
(the rest were default). For some calculations, CPM
values (counts per million) were determined, where each
sample was normalized to one million reads to account
for the library size (Additional file 8).

To assess the quality of the experiment and reproduci-
bility of results, we performed a correspondence analysis
(COA), a dimension reduction method of the matrix of
counts. In COA, it is possible to simultaneously visualize
samples and genes, revealing associations between them.

Differential expression analysis was done using the
Bioconductor R package edgeR [69]. Several compari-
sons were performed for both ribosome-free and
polysome-bound RNA fractions - each sample against
the preceding time-point: DO vs D1, D1 vs D4, D4 vs D9
and D9 vs D15; and DO vs D15. For these analyses, we
retained only those genes with at least one count per
million in at least three samples. After a normalization
procedure using three recommended methods (estima-
teGLMCommonDisp, estimateGLMTrendedDisp, esti-
mateGLMTagwiseDisp), differential expression analysis
for all 10 comparisons was performed using the general-
ized linear mixed model (glmFit and glmLRT). Correc-
tion for multiple testing was performed with FDR and
RPKM values for each sample were also determined to
compare the expression between the samples (Additional
file 3, Additional file 4 and Additional file 7).

Clustering was performed with the k-means algorithm
on the table of read log-counts of each gene. Biological
replicates were averaged (mean of 3 replicates) and only
differentially expressed genes in either condition (DO
vsD1, D1 vs D4, D4dvs D9, D9 vs D15) were considered.
Different numbers of k were tested by measuring the
within sum of squares. After visual inspection of within
sum of squares distribution, we decided on k =9.

Polysome/ribosome-free ratio was determined by div-
iding RPKM values derived from the polysomal fraction
by the ones derived from the ribosome-free experiment
(three biological replicates were averaged).
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Gene ontology (GO) analysis was performed using
Enrich R (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/).

Protein synthesis rate analysis

Protein synthesis was measured using Click- iT® Plus
OPP Protein Synthesis Assay (Molecular Probes, Grand
Island, NY). Cells on DO (hESC) or D15 (cardiomyo-
cytes) were seeded in matrigel-coated 96-well plates, and
after 48 h, the staining and detection was performed fol-
lowing the manufacturer’s instructions. The quantitative
analysis was performed using an Operetta HTS imaging
system (PerkinElmer, Waltham MA, USA). Images of 25
fields per well were evaluated with Harmony 3.5.2 soft-
ware (PerkinElmer). Fluorescence intensities were mea-
sured at the cytoplasm regions around the nucleus. For
each condition, 1400 cells were randomly chosen for in-
tensity analysis.

Additional files

Additional file 1: Video of beating D15 EBs. (MP4 1974 kb)

Additional file 2: Figure S1. Summary of high-throughput ribosome-free
and polysome-bound RNA-seq of distinct cardiomyogenic differentiation
time-points (n = 3). Figure S2. (A) Polysome profiling of D15 cells treated
with cycloheximide or puromycin. Ribosome-free (fractions 1-3), monosome
(fractions 5-7), light polysomes (fractions 9-15) and heavy polysomes
(fractions 16-22) fractions were pooled and isolated. (B) Cardiomyocyte
markers evaluated by gPCR on distinct polysome fractions. Figure S3.
Polysome-bound validation of developmental markers expression using
gPCR. Figure S4. (A) Number of differentially expressed genes on each
differentiation time-point, compared to previous time-point
(FDR < 0.05, —2 > logFC> 2) on ribosome-free samples. Number of
protein-coding and non-coding genes are also shown (bottom panel).
(B) Non-coding genes categories of DEGs (all time-points combined,
each time-point against its previous for analysis) (FDR <0.05, —2 >
logFC> 2) on polysome-bound samples. Figure S5. Gene Ontology
EnrichR BP enriched terms for up (FDR < 0.05, logFC>2) and down
(FDR < 0.05, logFC<—2) polysome-bound regulated genes. Figure S6.
Genes coordinately regulated are under control of transcriptional and post-
transcriptional regulation during cardiomyogenic differentiation. Figure S7.
qPCR validation of DEG during cardiomyogenic differentiation. Figure S8.
Non-DEGs showed differences on polysome recruitment and dissociation
on DO vs. D1 and D9 vs. D15. Figure S9. RNA related-genes validation by
gPCR. Figure S10. Cardiomyocytes (D15) showed up-regulation of cellular
metabolism genes. (DOCX 2575 kb)

Additional file 3: Polysome-bound RNA-seq data of comparisons of each
sample against the preceding time-point (FDR < 0.05). (XLSX 5476 kb)

Additional file 4: Ribosome-free RNA-seq data of comparisons of each
sample against the preceding time-point (FDR < 0.05). (XLSX 1508 kb)

Additional file 5: Polysome-bound vs. ribosome-free analysis. (XLSX 41 kb)

Additional file 6: Polysome-bound vs. ribosome-free ratios (FDR < 0.05).
(XLSX 17874 kb)

Additional file 7: Polysome-bound and ribosome-free RNA-seq data of
DO vs. D15 comparison (FDR < 0.05). (XLSX 3849 kb)

Additional file 8: Counts and RPKM values of all mapped genes.
(XLSX 30119 kb)
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CAPITULO Il

Prefacio
Neste capitulo, trés genes com expressao diferencial na cardiomiogénese de
CTE — RXRG, SHISA3 e CSDC2 - foram escolhidos para a construcdo de ferramentas
gue visaram sua avaliacdo funcional. Um sistema de super expresséo induzida,
controlada por doxiciclina, foi introduzido em células-tronco pluripotentes, as quais
foram submetidas a diferenciacao cardiaca. Metodologia e resultados preliminares
desta abordagem foram realizados durante Doutorado Sanduiche, na Universidade

de Minnesota (EUA), e estao descritos neste capitulo.

INTRODUCAO

Tendo em vista a necessidade de desvendar novos genes atuantes no
comprometimento a linhagem cardiaca e auxiliar na melhor compreensdo desse
processo biologico, alguns genes foram escolhidos com base nos dados de RNA-seq
(Capitulos | e Il) e de acordo com seu padrdo de expressdo, funcdo biolégica e
descricdo na literatura para serem avaliados quanto a sua participagdo na
diferenciacdo cardiomiogénica. O estabelecimento de progenitores cardiacos e
cardiomiocitos € de grande interesse, tanto para a pesquisa basica quanto para a
medicina translacional, e por isso embasou essa escolha.

O gene CSDC2 codifica para uma proteina de ligagdo ao RNA e se mostrou
expresso em cardiomidcitos (D15) (Capitulo II). Proteinas da familia das cold shock
estdo envolvidas na regulacdo de RNAs e na regulagcdo pods-transcricional da
expressao génica (MIHAILOVICH et al., 2010). A CSDC2, também conhecida como
PIPPIin, foi descrita apenas em tecido cerebral de murinos (NASTASI et al., 1999).

A sinalizacdo por &cido retindico € de grande importancia durante o
desenvolvimento e, inclusive, apareceu como regulada pés-transcricionalmente nos
dados deste trabalho (Capitulo I). Entretanto, o papel de um de seus receptores
nucleares, RXRG, ainda ndo é bem esclarecido. Os receptores de acido retindico
(RARs e RXRs) atuam como heterodimeros, ligando-se a elementos responsivos no
DNA e desencadeando a transcricdio de genes (KREZEL et al., 1996;

MANGELSDORF et al.,, 1992). A expressdo do gene de RXRG é sutiimente
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aumentada em D4 e possui um pico nas células diferenciadas (D15) (Capitulo II).
Diante disso, RXRG foi um dos genes escolhidos para a avaliacdo funcional durante
a diferenciacao cardiaca.

Outro gene selecionado foi o SHISA3, o qual parece estar envolvido na
regulacdo negativa da sinalizacdo de Wnt e FGF, importantes vias do
desenvolvimento (FURUSHIMA et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2005). Ha indicios
que Shisa3 promove a degradagao de [3-catenina e, assim, inibe a via candnica de
Wnt em células tumorais (CHEN et al., 2014). A funcdo de SHISAS foi descrita em
outros organismos, mas ainda ndo em humanos, e sua expressao apresenta variacao
ao longo da diferenciacéo, com picos nos dias D4 e D15 (Capitulo II).

A estratégia para avaliagdo funcional dos genes escolhidos foi o
estabelecimento de linhagens com super expressao induzida e submissao dessas
células a diferenciacéo cardiomiogénica. O sistema de expressao induzida escolhido
foi um sistema integrativo que utiliza o vetor AAVS1-TRE-FLAG-rtTA, e possibilita a

expressao controlada através da inducdo com doxiciclina.

4 METODOLOGIA

4.1 Cultura de células-tronco pluripotentes humanas (CTPs)

A linhagem de células embrionarias humanas H1 (WiCell) e as células
induzidas pluripotentes humanas PLZ (IPRN13.13, derivadas de fibroblastos de
derme) foram cultivadas em meio mTeSR1 ou TeSR-E8 (Stem Cell Technologies)
sobre uma camada de Geltrex (ThermoFischer, cat A1413302) diluido 1:100. As
células eram cultivadas até atingirem 80% de confluéncia, com troca de meio diaria, e
a passagem feita através da dissociacdo enzimatica utilizando Accumax (Millipore, cat
12932715).

4.2 Protocolo de diferenciacéo cardiomiogénica em monocamada

As células pluripotentes H1 e PLZ foram submetidas a diferenciac@o cardiaca
de acordo com o protocolo seguinte (Figura 1.4B) (LIAN et al., 2012). Inicialmente (dia

-3), 500.000 células foram plaqueadas por po¢o sobre uma camada de Geltrex em
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placa aderente de 12 pogos e mantidas com 2 ml de meio mTeSR1. Esse numero de
células é suficiente para que o poco fique com 90% a 100% de confluéncia no dia
seguinte ao plagueamento. A confluéncia € essencial para a eficiéncia do protocolo.
Entdo, as células foram mantidas por 3 dias, com troca de meio diaria. No dia 0, a
diferenciacéo € iniciada através da troca do meio por RPMI suplementado com B-27
sem insulina e 12 uM de CHIR99021 (Tocris, diluido em DMSQO), com incubacao por
24h. No dia 1, houve a troca de meio por RPMI/B-27 sem insulina. No dia 3, 1 ml do
meio condicionado das células foi misturado com 1 ml de meio fresco RPMI/B-27 sem
insulina e suplementado com 10 uM de XAV939 (Tocris, diluido em DMSO). No dia 5,
o meio foi trocado por RPMI/B-27 sem insulina. A partir do dia 7, o meio utilizado foi o
RPMI/B-27, com troca a cada 3 dias. Células pulsantes aparecem no cultivo a partir

do dia 10 e foram analisadas nos dias conforme indicado.

4 .3 Citometria analitica

As células foram dissociadas utilizando tripsina (0,25%) por 20 min, coletadas
com DMEM suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino) e centrifugadas a 1200
rpm por 3 min. O pellet de células foi ressuspendido com paraformaldeido (PFA) a 4%
para fixacdo por 15 min e, entdo, lavadas com PBS 1X. As células foram incubadas
com metanol 90% gelado por, pelo menos, 16 h. Para a marcacgdo, as células foram
incubadas com PBS/BSA 0,5% + Triton-X 0,1% + anticorpos primarios contra cTnT
(CT3 — DSHB AB-528495 mouse, diluicdo 1:50), Nkx2-5 (Santa Cruz, sc-8697 goat,
diluicdo 1:100), Nanog (Sigma, AF1997 goat) ou Brachyury (R&D, AF2085 goat) por
1 h. Depois de lavadas, foram incubadas com PBS/BSA 0,5% + Triton-X 0,1% +
anticorpos secundarios Alexa-Flour 555 donkey anti-mouse PE-conjugado (1:1000) e
Alexa-Flour 488 donkey anti-goat FITC-conjugado (1:1000) por 1 h. Amostras controle
foram incubadas apenas com os anticorpos secundarios. As amostras foram lidas no
equipamento FACS Aria (BD Biosciences) e as andlises foram feitas utilizando o

software FlowJo.

4 .4 1munofluorescéncia

Para marcacéo das células por imunofluorescéncia, o meio foi retirado e as
células fixadas com PFA 4% por 20 min. Apds lavagem com PBS, foram

permeabilizadas com PBS/Triton-X 0.3% por 30 min, e bloqueadas com PBS/BSA 3%
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por 1 h. A marcacdo foi feita com os anticorpos primarios: Oct4 (Santa Cruz, sc-5279),
Nanog (Sigma, AF1997 goat), Sox2 (Santa cruz, sc-17320), cTnT (CT3 - DSHB AB-
528495 mouse), Nkx2-5 (Santa Cruz, sc-8697 goat), a-SMA (Abcam, ab-7817 mouse),
RXRG (Santa Cruz, sc-365252 mouse), PIPPIN/CSDC2 (Santa Cruz, sc-376693
mouse), a-sarcomeric actinin (Sigma, A7811 mouse) ou Cx43 (Sigma, C6219 rabbit),
conforme indicado; todos diluidos 1:100 em PBS/BSA 3% e incubados por 16 h a 4
°C. Depois de lavadas 2X com PBS 1X, as células foram incubadas com os anticorpos
secundarios correspondentes Alexa-Fluor 555 anti-mouse, anti-goat ou anti-rabbit
(1:1000) por 1h e depois com DAPI (1 pug/uL) por 10 min. As imagens foram adquiridas

no centro de microscopia do Leilihei Heart Institute, University of Minnesota (EUA).

4.5Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das células em diferenciacéo foi extraido com o kit Quick-RNA™
MiniPrep (Zymo Research), conforme especificacbes do fabricante. Ao final do
processo, o0 RNA obtido foi eluido em &gua livre de RNase e quantificado por
espectrofotometria (NanoDrop ND-100). A sintese de cDNA foi feita utilizando o kit
Verso cDNA Synthesis (Thermo Fischer, AB1453A) e 1 ug de RNA por reacéo.

4.6 Quantificacdo da expressao génica por PCR quantitativo (QPCR)

Reacdes de gPCR (do inglés, quantitative polymerase chain reaction) foram
feitas utilizando o kit Premix Ex Taq (Takara, Probe gPCR) e Tagman probes (Thermo
Fischer), listados na Tabela 4.1. Para cada reacdo em triplicata técnica, foram
preparadas solu¢des contendo: 6,6 pl de Premix Ex Taq 2X, 0,15 pl de ROX dye II,
0,75 pl de probe Tagman e 7,5 pl de cDNA (concentracao final aprox. 37,5 ng cDNA).
Também foram realizadas reac6es de qPCR utilizando o kit SYBR Premix Ex Taq
(Takara) e oligos listados na Tabela 4.2. Para cada reagédo em triplicata técnica, foram
preparadas soluc¢des contendo: 7,5 ul de SYBR Premix 2X, 0,15 ul de ROX dye I,
200 nM de cada oligo forward e reverso, e 5 pl de cDNA (concentragéo final aprox.
25 ng cDNA). O equipamento QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System foi usado
na performance das reacdes, com placas de 384 pocos. O gene endégeno GAPDH

foi usado como normalizador em todas as amostras.
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Tabela 4.1 Lista de genes e suas respectivas Tagman probes utilizadas.

Gene alvo

Cédigo probe Tagman

CSDC2
EOMES
GAPDH
GATA4
HCN4
HEY?2
IRX4
ISL1
KCNAS
LINC00890
MESP1
MYH6
MYH7
MYL2
MYL7
NKX2-5
RXRG
SHISA3
T
TBX5
TNNI1
TNNI3
TNNT2

Hs00411093_m1l
Hs00172872_m1
Hs99999905_m1
Hs00171403 ml
Hs00975492 ml
Hs01012057 ml
Hs00212560 ml
Hs00158126 ml
Hs00969279 sl
Hs04273890 ml
Hs00251489 ml
Hs01101425 ml
Hs01110593 g1
Hs00166405_m1
Hs01085598 g1
Hs00231763_m1
Hs00199455 m1
Hs01380806_m1
Hs00610080_m1
Hs01052563 ml
Hs00913333_m1l
Hs00165957 _m1l
Hs00165960 m1

Tabela 4.2 Lista de genes e seus respectivos oligos forward (F) e reverso (R) utilizados.

Tamanho do

Gene alvo Oligo 5’ - 3’ amplicon Referéncia
covce | § | STOMSSSCSISITAC g
GAPDOH | F GOCCATGCTGGCGCTGAGTAC | 149y, (pANGENBERGetal, 2013)
owz £ SPCISCICMCNISSSIONS  aom | enceta 2o
LCAD ; CTF-[SCCSI'AAC,:A/:\F'GF'(I'S:?(Q\E%%FAGCT;G 144 pb (GARCIA-RUA et al., 2012)
UNCoosgo | © | GOGCCAGGAGAGGAAMATCAAT | ¢ o, primer Bast
e o HOCASOCOMCTCATT o @waa 09
sercap £ TGTATGGCAGGAAAGAAATG | yoopy | (yayuzuMietal, 2005
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4.7 Construcao de linhagens celulares com super expresséo induzida

4.7.1 Clonagem dos genes candidatos no vetor AAVS1-TRE-FLAG-rtTA

O vetor AAVS1-TRE-FLAG-rtTA € um vetor de integracao sitio-especifica, que
possui bracos de homologia com o I6cus AAVS1 do genoma humano, localizado no
cromossomo 19 (LOMBARDO et al.,, 2011; OCEGUERA-YANEZ et al., 2016).
Mediante a clivagem sitio-especifica decorrente da acdo das nucleases zinc fingers
recombinantes (ZFN), a integracdo do transgene é direcionada para o sitio de
interesse (HOCKEMEYER et al., 2009), no caso o I6cus AAVSL1. O vetor AAVS1-TRE-
FLAG-rtTA foi construido no laboratério do Dr Michael Kyba (Universidade de
Minnesota — EUA) e cedido para este trabalho. Compreende um sistema de expresséo
induzida de transgene, através da ativacao por doxiciclina, e por isso possui um sitio
de elemento responsivo a tetraciclina (TER, do inglés tetracyclin responsive element)
localizado no promotor do transgene, e expressao constitutiva da proteina auxiliar rtTA
(do inglés, reverse tetracycline-controlled transactivator). O vetor também introduz o
gene de resisténcia a puromicina, para facilitar a selecdo de células efetivamente
transfectadas. Além disso, uma etiqueta FLAG ¢€ introduzida na porgao 5’ do produto

do transgene (Figura 4.1).

AAVS1-TRE-FLAG-rtTA
10,101 bp

NsiI (2585)
PacI (2604)

chicken beta actin promoter

\ W% B
%
M Rabbit geta-GO®
N S PA

Figura 4.1 Mapa do vetor AAVS1-TRE-FLAG-ITA. Esse vetor possui bragcos de homologia com o I6cus
AAVS1 do genoma humano (Left H arm, Right H arm, em verde), sitio TRE (vermelho) no promotor do
transgene que sera inserido entre os sitios de restricdo de Nsil e Pacl, e expressao constitutiva de rtTA

(vermelho) e gene de resisténcia a puromicina (laranja). Mapa criado com Snapgene.
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Os sitios de restricdo Nsil e Pacl foram usados para a clonagem das
sequéncias codificantes (CDS) dos genes CSDC2, RXRG e SHISA3. Oligos foram
desenhados de maneira que incluissem 16-18 nucleotideos de homologia com o vetor
e restaurassem os sitios de restricdo, além de excluir o primeiro codon ATG e manter
0 ultimo cédon de parada da CDS (ANEXO | — Tabela 1). Estoques de bactéria com
as sequéncias de cDNA clonadas e verificadas por sequenciamento foram adquiridos
da Open Biosystems (Dharmacon), sob os cédigos: CSDC2 cDNA (GE Dharmacon
MHS6278-202802532), RXRG cDNA (GE Dharmacon MHS6278-202831995) e
SHISA3 cDNA (GE Dharmacon MHS6278-211691041). A amplificacdo das CDSs foi
feita por PCR (do inglés, polymerase chain reaction) usando o kit da enzima LA Taq
(Takara) com 500 ng de DNA plasmidial e 0.8 uM de cada oligo (forward e reverso).
A ciclagem foi feita com 95 °C por 5 min de desnaturacao inicial; 95 °C por 30 seg, 50
°C por 30 seg, 72 °C por 2 min (7X) para amplificacdo; e 72 °C por 10 min para
extensao final.

Os produtos das PCRs foram verificados quanto ao tamanho esperado em
pares de base (pb) em gel de agarose 1% e purificados do mesmo gel, utilizando o kit
Nucleo Spin Gel & PCR Clean-up (Clontech). O vetor AAVS1-TRE-FLAG-rTA foi
linearizado através da reacdo de restricdo utilizando as enzimas Nsil e Pacl e também
purificado através do gel de agarose. A insercdo do fragmento amplificado por PCR
contendo a CDS dos genes candidatos, acoplada aos nucleotideos de homologia, no

vetor linear foi feita utilizando o kit In-Fusion HD Cloning (Clontech).

4.7.2 Transformacéo de bactérias e extracdo de DNA plasmidial

Bactérias E. coli da cepa HSTO08 termo competentes (Stellar, Takara) foram
transformadas utilizando o protocolo seguinte. Uma aliquota de 20 ul de bactérias
competentes foi misturada com 3 pl da reacdo de In-Fusion (vetor+fragmento) e
incubada no gelo por 30 min. Entéo, foi feito o choque térmico a 42 °C por 30 seg,
seguido de nova incubacgdo no gelo por 2 min. As bactérias foram recuperadas em
meio SOC (Takara) a 37 °C por 1 h, sob agitacdo. Depois foram plaqueadas em placas
de LB/agar com antibidtico especifico e incubadas em estufa a 37 °C por 16 h.
Coldnias isoladas foram crescidas em meio LB liquido, sob agitacdo, a 37 °C por 16
h, e submetidas a extragdo de DNA plasmidial utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep
(Qiagen). O DNA plasmidial foi submetido a confirmacéo por reacao de restricdo e

sequenciamento de Sanger.
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4.7.3 Clonagem do gene CSDC2 com delecao no vetor AAVS1-TRE-FLAG-
rTA

Com a intencao de estudar dominios especificos da proteina CSDC2, planejou-
se a construcdo de uma linhagem celular com super expressdo induzida do gene
CSDC2, com a delecado de dois motivos de ligacdo ao RNA, no dominio CSD (Figura
4.2) (NCBI NP_055275.1). Foram planejados oligos adjacentes a regiao a ser
deletada, com nucleotideos adicionais complementares a outra regido adjacente
(ANEXO | - Tabela 2). Eles foram usados em conjunto com os oligos mencionados
anteriormente, para a amplificacdo da regido CDS completa. Dessa maneira, duas
PCR foram feitas com o intuito de amplificar as duas por¢des da CDS adjacentes a
regido a ser deletada: (1) forward AAVS1 + reverso delecéo e (2) forward delecéao +
reverso AAVS1 (Figura 4.2). Os produtos das PCR foram purificados em gel de
agarose e misturados para formarem duplas fitas hibridas e, entdo, servirem de molde
para a PCR seguinte, utilizando os oligos AAVS1 e amplificar a sequéncia toda (agora,
com a dele¢céo). O produto final foi o fragmento da regido CDS de CSDC2 com a
delecao planejada, incluindo as sequéncias de homologia com o vetor AAVS1-TRE-
FLAG-rtTA. A insercdo no vetor foi feita utilizando o kit In-Fusion HD Cloning
(Clontech), conforme descrito anteriormente. Apés a clonagem em bactérias, o0 DNA
plasmidial purificado foi avaliado por sequenciamento de Sanger, confirmando a
delecao.
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A NCBI Reference Sequence: NP_055275.1

cold shock domain-containing protein C2 [Homo sapiens]

1 mtsestsppv vpplhspksp vwptfpfhre gsrvwerggv pprdipsplp tkrtrtysat

61 arasagpvfk gvckqfsrsqd iegeyvpveg devtykmcl
121 ppkngkfqav evvltqlaph tphetwsgqy ves

Legenda:

dominio PIP-1 dominio CSD _

Motivos de ligacio ao RNA | delegdo |

CSDC2 del_F

AAVS1 flag_F
- - =

[ATG [ 77 [ I |
— —
CsSDC2 del_R AAVS1 flag_R
PCR1 | V7
~
\\\ \\
~ ~
~ ~
PCR 2 ‘
AAVS1_flag_F
—_—
PCR3 | \

—_—
AAVS1 flag R

Figura 4.2 Estratégia de delecdo dos motivos de ligacdo ao RNA da proteina codificada pelo gene
CSDC2. (A) Sequéncia da proteina CSDC2 com os dominios PIP-1, CSD e PIP-2, os motivos de ligacao
ao RNA e a porcéo a ser deletada estdo indicados como na legenda. (B) Estratégia de PCR para
amplificacdo da sequéncia de CSDC2 com dele¢cdo para posterior clonagem no vetor AAVS1-TRE-
FLAG-rtTA. Fonte: o autor.

4.7.4 Transfeccdo dos vetores AAVS1 em células-tronco pluripotentes

humanas

Células da linhagem de CTE humanas H1 foram transfectadas com os vetores
AAVS1 construidos para a integracao do sistema de expressédo induzida. As células
foram plagueadas em baixa confluéncia (20-30%) em placas de 6 poc¢os, sobre uma
camada de Geltrex, com meio de cultivo TESR E8 (Stem Cell Technologies). No dia
seguinte, os reagentes de transfeccao foram preparados: 1 ml de meio IMDM (Iscove's
Modified Dulbecco's Medium, Gibco), 200 ng plasmideo ZFN(R) (Addgene, plasmid
#60915), 200 ng plasmideo ZFN(L) (Addgene, plasmid #60916), 600 ng plasmideo

AAVS1, 5 pl reagente vermelho e 5 pl reagente azul (kit de transfeccédo Geneln,
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Amsbio). O meio de cultivo das células foi trocado por meio fresco TESR E8 e a
solucéo preparada foi adicionada aos pocos, seguindo-se incubacgéo por 8 h, até uma
nova troca por meio fresco. Como controle positivo de transfeccdo, o vetor AAV-
CAGGS-EGFP (Addgene, plasmid #22212) foi usado em uma das condigdes,
conferindo a expressdo de GFP (proteina fluorescente verde) e, consequentemente,

de fluorescéncia verde nas células transfectadas apos 24-48 h.

4.7.5 Selecédo de clones com super expresséao induzida

Apos cerca de 48 h da transfeccéo e/ou quando as colbnias de CTP estivessem
estaveis, iniciou-se a selecao por puromicina. Uma concentracéo final de 0,2 pg/ml foi
usada no meio de cultivo até que as células alcancassem confluéncia (aprox. 7 dias).
Entdo, fez-se a passagem das células para nova placa de 60 mm, também sobre
camada de Geltrex, em baixa confluéncia (~10%), com a intenc&o de cultivar células
isoladas. A selecdo com puromicina continuou até que colbnias estaveis se
formassem (aprox. 7 dias). Sob um microscépio invertido, dentro do fluxo laminar, as
colbnias isoladas foram pescadas e transferidas para uma nova placa de 24 pogos.
Seis clones (colonias) foram pescados de cada condicdo. Os clones foram expandidos
até que tivessem células suficientes para armazenar e fazer os testes de expressao.

Os clones foram, entédo, submetidos (+DOX) ou ndo (-DOX) a indu¢do com 500
ng/ml de doxiciclina por 24h. O RNA total foi extraido e a expressdo dos genes em
questdo avaliada por gPCR, conforme descrito anteriormente. Um clone de cada
condicéo foi escolhido para dar continuidade ao trabalho, de acordo com o nivel de

expressdo apos a inducao e a expressdo basal (vazamento) do sistema.

5 RESULTADOS

5.1Diferenciagéo cardiomiogénica de CTPs

O modelo de diferenciacdo cardiomiogénica usado nessa etapa do trabalho foi
o de diferenciacdo em monocamada (LIAN et al.,, 2012). Para que ele pudesse
funcionar como uma ferramenta na analise funcional de genes, era preciso que

estivesse bem estabelecido nas linhagens celulares a serem utilizadas. Por isso,
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inicialmente fez-se a caracterizacdo desse modelo de diferenciacdo cardiaca nas
células embrionarias H1. Alguns marcadores foram seguidos ao longo da
diferenciacéo, utilizando marcacdo com anticorpos e analise por citometria de fluxo:
Nanog para pluripoténcia, mostrou reducdo durante os dias iniciais do protocolo;
Brachyury/T para cometimento da mesoderme, o qual apresentou um pico de
expressao no dia 1 (D1), conforme esperado (LIAN et al., 2012); e Nkx2-5, que teve
sua expressdo aumentada conforme o comprometimento cardiaco entre D7 e D15

(Figura 5.1).
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Figura 5.1 Expressdo de marcadores ao longo da diferenciacdo cardiomiogénica em monocamada.
Analise por citometria de fluxo usando os marcadores Nanog (pluripoténcia), Brachyury/T (mesoderme)
e Nkx2-5 (progenitores cardiacos). Valores apresentados em porcentagem de células positivas para o
respectivo marcador. O controle isotipo foi usado para estabelecer a populagao de células negativas.
Dot plots representativos de um experimento ilustrativo.

A expressdo de marcadores cardiacos também foi acompanhada e verificada
ao final da diferenciacdo (Figura 5.2). Citometria de fluxo e imunofluorescéncia foram
usadas para acompanhar a expressao de cTnT durante o protocolo de diferenciagéo,
nos dias indicados na Figura 5.2, até o dia 30 (D30). No D30 também foi verificada a
expressao de outros marcadores, como a Cx43, a-actinina sarcomérica e a-SMA.

Esses dados ilustram o sucesso na diferenciagdo cardiaca usando o protocolo de
monocamada.
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Figura 5.2 Expressao de marcadores cardiacos durante a diferenciagdo em monocamada. A expresséo
de cTnT foi acompanhada em diferentes dias do protocolo por (A) citometria de fluxo e (B)
imunofluorescéncia. (C) Cx43, a-actinina sarcomérica e a-SMA também mostraram expresséo no D30

da diferenciacéo.

5.2Validacao dos genes candidatos escolhidos para avaliagdo funcional

Os genes candidatos a participantes da diferenciacdo cardiaca foram
escolhidos baseado nos dados de RNA-seq (Capitulos | e 1l). Esses dados foram
gerados usando a diferenciacdo por corpos embridides (CE) como modelo, e o
sequenciamento dos RNAs livres e associados aos ribossomos. Para poder validar a

expressao dos genes no modelo de diferenciacdo em monocamada, qPCRs foram
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realizados usando RNA total em diferentes dias da diferenciagao (Figura 5.3). Vale
lembrar que os dois modelos de diferenciacdo diferem um pouco com relagdo ao
tempo (dia de diferenciacdo) e etapa de desenvolvimento, podendo haver pequenas
variacbes na expressdo dos genes. Observou-se que, de maneira geral, os genes
apresentaram o mesmo padrdo de expressdo durante a diferenciacao cardiaca nos

dois protocolos. Com excecao de SHISA3, que apresentou maior variagao entre as

duas.
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Figura 5.3 Expressao dos genes candidatos ao longo da diferenciacdo cardiaca em CE e monocamada.
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Os valores de expressdo baseados no RNA-seq estdo expressos em log2 de RPKM, e os de qPCR
sdo valores relativos a expressdo do gene constitutivo GAPDH. Os dias de diferenciacdo estdo
indicados na figura, assim como as frac6es de RNA livre (Ribosome-free) ou associado a ribossomos

(Polysome-bound).
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5.3 Construcao de linhagens celulares de super expressao induzida

A fim de avaliar a participacdo dos genes escolhidos na diferenciacéo
cardiomiogénica, a construcdo de linhagens de CTP com o sistema de super
expressao induzivel foi feita para cada um dos genes citados. O vetor AAVS1-TRE-
FLAG-rtTA foi clonado com as CDSs de RXRG, SHISA3 e CSDC2 e confirmados por
reacao de restricdo (ANEXO IIl — Figura 1) e sequenciamento. Tais vetores foram
usados para promover a integracao do sistema no lécus AAVS1 do genoma das CTP.
Apos a transfeccéo, foi feita a selecdo com puromicina por, aproximadamente, 15 dias
e a selecéo clonal. As novas linhagens foram denominadas de acordo com as células
parentais, o transgene integrado e com o prefixo “i” indicando induzivel: H1 iIRXRG,
H1 iSHISA3, H1 iCSDC2 e H1 iCSDC2-del. Até seis clones de cada nova linhagem
foram selecionados e testados quanto a eficiéncia de inducdo da expressdo do
transgene através da adicdo de doxiciclina ao meio de cultivo. A quantificacdo da
expressao foi feita através de qPCR, e um clone de cada condig&o foi escolhido para
dar continuidade ao trabalho (Figura 5.4). Além da quantificacdo da expresséo do
transgene, a expressao basal de cada clone também teve que ser levada em
consideracao, uma vez que o sistema, mesmo sem inducéo, pode ser expresso. Essa
expressdo basal é chamada de vazamento e pode interferir com a interpretacdo dos
resultados. Os valores de expresséo basal foram plotados isoladamente para melhor
visualizagdo no ANEXO Il — Figura 2.

Os clones selecionados das construcfes H1 iCSDC2 (clone 4) e H1 iIRXRG
(clone 4) também tiveram a expressédo induzida confirmada através da marcacao por
imunofluorescéncia, apds 7 dias de inducao com 500 ng/ml de doxiciclina (Figura 5.5).
Os resultados mostram a expresséo citoplasmatica de CSDC2 e majoritariamente
nuclear de RXRG (Figura 5.5). Além disso, constatou-se a heterogeneidade da
populacdo de células, indicando, possivelmente, a presenca de células selvagens na

cultura.
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Figura 5.4 Sistema de super expressdo induzivel com doxiciclina. Apds a transfeccdo com as
construcdes vetoriais, as células foram submetidas a selegcdo com puromicina e clonal. Os clones
selecionados foram testados quanto & expresséo dos transgenes através da indugéo com 500 ng/ml
de doxiciclina (+DOX). Valores relativos ao gene constitutivo GAPDH estao mostrados nos gréficos, e
foram quantificados por gPCR. Todos os gPCR foram feitos com probes Tagman, exceto iCSDC2-del
gue foi quantificado usando os oilgos listados na Tabela 4.2. Os clones escolhidos para a continuidade
do trabalho estdo destacados em vermelho. H1, expressdo nas células parentais sem transfeccao.
Valores indicados nas colunas +DOX representam a expressdo quantas vezes maior que o controle
sem DOX.
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A -DOX +DOX

B -DOX +DOX

Figura 5.5 Marcacéo com imunofluorescéncia mostrando a expressdo de CSDC2 e RXRG nas células
(A) H1 iCSDC2 (clone 4) e (B) H1 iRXRG (clone 4), respectivamente, apds 7 dias de indugdo com 500
ng/ml de doxiciclina (+DOX). Células nédo induzidas (-DOX) foram usadas como controle. Coloracéo

nuclear com DAPI.

Apés as etapas de selecdo com puromicina e clonal, e de algumas passagens
em cultura, os clones selecionados mantiveram as caracteristicas de células
pluripotentes (Figura 5.6, painéis da esquerda (-DOX)). Entre essas caracteristicas
estdo a morfologia em col6nias bem delimitadas (Figura 5.6 A, E e ) e a expressao
dos marcadores de pluripoténcia Oct4, Sox2 e Nanog (Figura 5.6 B, F e J). Além disso,
essas caracteristicas também foram mantidas apds a indu¢cdo com doxiciclina (Figura
5.6, painéis da direita (+DOX)), indicando que os genes RXRG, SHISA3 e CSDC2
parecem néo participar da saida do estado de pluripoténcia.
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H1 iRXRG - clone #4, passagem 8

-DOX

H1 iSHISA3 - clone #6, passagem 8
+DOX

Figura 5.6. Continua na préxima pagina.
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H1 iCSDC2 - clone #4, passagem 9

Figura 5.6 Linhagens celulares H1 iRXRG, iSHISA3 e iCSDC2 mantiveram caracteristicas pluripotentes
apos algumas passagens em cultivo (-DOX) e ap6s indugdo com doxiciclina (+DOX). Imagens em
campo claro (A, C, E, G, |, K) foram tiradas ap6s 96 h sem (-DOX) ou com inducao (+DOX), no aumento
de 4X, e mostram a morfologia das colbnias de células. Imunofluorescéncia dos marcadores de
pluripoténcia Oct4, Sox2 e Nanog das células sem indugéo (-DOX: B, F, J) e induzidas com doxiciclina

(+DOX: D, H, L), ap6s 7 dias. Imagens no aumento de 10X. Coloracao nuclear com DAPI.

5.4 Ensaios funcionais com a linhagem H1 iRXRG

A linhagem H1 iIRXRG (clone #4) foi submetida a diferenciagéo cardiomiogénica
em monocamada a fim de avaliar a influéncia da super expresséo do gene RXRG no
processo de diferenciacdo. Diferentes janelas de inducdo com doxiciclina foram
testadas e a dupla expressdo dos marcadores NKX2-5 e TNNTZ2, indicando a
presenca de cardiomiocitos, foi avaliada no dia 15 da diferenciacdo através de
citometria de fluxo (Figura 5.7). Um primeiro experimento foi realizado (Figura 5.7 A)
e pbde se observar um aumento de 10 a 15% no numero de células duplo positivas
guando a inducéao foi feita no final da diferenciagéo, dos dias D7-10 e D10-15. Essas
janelas de inducéo foram, entdo, escolhidas para os proximos experimentos, para que
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pudesse se avaliar a reprodutibilidade do fendtipo observado. Entretanto, a
diferenciacdo cardiaca nao funcionou mais adequadamente nessas células, como
pode ser observado na Figura 5.7 B, onde o controle (-DOX) gerou apenas em torno
de 5% de células duplo positivas (quando o ideal seria em torno de 40%). Mesmo com
essa limitagdo, pode se observar um aumento no niumero de células duplo positivas
guando o gene foi induzido entre os dias D7-10, D7-15 e D10-15, indicando um
possivel efeito positivo da expressao de RXRG na diferenciacao cardiaca. O clone #6
também foi usado na tentativa de diferenciar as células a cardiomidcitos, sem sucesso
(dados ndo mostrados). Experimentos adicionais ainda precisam ser realizados para

gue se possa inferir sobre a funcionalidade de RXRG durante a cardiomiogénese.
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Figura 5.7 Ensaio funcional de diferenciagédo cardiomiogénica com a linhagem H1 iRXRG. Diferentes
janelas de inducdo com doxiciclina (+DOX) foram testadas (por exemplo, D0O-15 a inducéo foi feita do
dia 0 ao dia 15 do protocolo de diferenciac@o). Células sem indugdo (-DOX) foram usadas como
controle. A porcentagem de células duplo positivas NKX2-5*/TNNT2* esta representada nos graficos
em cada um dos experimentos independentes (A — Experimento #38 e B — Experimento #55) e foi

medida através da imuno-marcacéo e leitura por citometria de fluxo.

5.5Ensaios funcionais com a linhagem H1 iISHISA3

A linhagem H1 iSHISA3 (clone #6) foi usada para se avaliar a participacéo do
gene SHISA3 na diferenciacdo cardiomiogénica. Diferentes janelas de inducao
também foram testadas e a porcentagem de células NKX2-5/TNNT2 duplo positivas
foi avaliada por citometria de fluxo. Nos dois experimentos iniciais de triagem (Figura
5.8 A e B), observou-se uma pequena variagao na porcentagem de cardiomiécitos nas
populacdes que tiveram a expressao de SHISA3 induzida em diferentes momentos.

Nesses dois experimentos, o fenétipo observado quando a inducéo se deu do dia 0
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ao dia 1 (D0-1) se repetiu, indicando uma possivel reducdo na eficiéncia de
diferenciacao (n=2) apos inducédo com doxiciclina (Figura 5.8 A, B e C).

Uma vez que o gene SHISAS parece estar envolvido na regulacédo negativa da
via de sinalizagcdo Wnt, e o protocolo de diferenciagdo em monocamada se baseia na
modulacdo dessa via através de pequenas moléculas (Figura 1.4B), hipotetizou-se
que a inducédo de SHISA3 por doxiciclina poderia substituir a molécula XAV939 na
inibicdo de Wnt no dia 3 do protocolo. Para isso, duas condi¢c6es foram usadas: sem
inducdo por doxiciclina e sem XAV939; e com indugédo por doxiciclina e sem a
utilizacdo de XAV939 (Figura 5.8 D e E). A primeira condicdo (-DOX/-XAV939)
mostrou uma reducao na eficiéncia de diferenciacéo, ilustrada pela porcentagem de
células NKX2-5/TNNT2 duplo positivas, guando comparada com o controle +XAV939.
Por sua vez, a condicéo de inducdo com doxiciclina (+DOX/-XAV939) nao foi capaz
de recuperar a eficiéncia de diferenciagcéo, indicando que a expressao de SHISA3
nessas condi¢cdes nao substitui o efeito de XAV939.

Experimentos adicionais ainda precisam ser realizados para que se possa

inferir sobre a atuag&o de SHISA3 na diferenciagao cardiomiogénica.
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Figura 5.8 Ensaio funcional de diferenciacdo cardiomiogénica com a linhagem H1 iSHISA3. Diferentes
janelas de inducdo com doxiciclina (+DOX) foram testadas (por exemplo, D0-15 a inducéo foi feita do
dia 0 ao dia 15 do protocolo de diferenciacdo). Células sem inducdo (-DOX) foram usadas como
controle. A porcentagem de células duplo positivas NKX2-5*/TNNT2* esta representada nos graficos
em cada um dos experimentos independentes (A — Experimento #37 e B — Experimento #43) e foi
medida através da imuno-marcacéo e leitura por citometria de fluxo. (C) Dados mostrados em A e B
também foram plotados com relagéo ao controle -DOX (n=2). Condi¢cdes sem XAV939 foram testadas
e estdo mostradas nos graficos como (D) valores brutos de porcentagem e (E) valores relativos ao
controle -DOX (n=2).

5.6 Ensaios funcionais com a linhagem H1 iCSDC2

Experimentos de diferenciagdo cardiaca também foram realizados utilizando a
linhagem H1 iCSDC2 (clone #4) para avaliar o possivel envolvimento do gene CSDC2
na diferenciacéo. Dois experimentos de triagem inicial foram feitos usando diferentes
janelas de inducdo com doxiciclina e a porcentagem de células NKX2-5/TNNT2 duplo
positivas foi avaliada por citometria de fluxo (ANEXO IV — Figura 1). Esses resultados
mostraram um singelo aumento na eficiéncia de diferenciacdo cardiaca apos a
inducdo da expressdo de CSDC2 em diferentes janelas de tempo. Baseado nesses

resultados e na expresséo basal de CSDC2 durante a diferenciacéo cardiaca (Figura
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5.3), a janela de inducéo entre os dias 7 e 10 (D7-10) do protocolo de diferenciacao
foi escolhida para a investigacdo da reprodutibilidade e significancia do fenotipo
observado.

Experimentos de diferenciacdo em replicatas independentes foram realizados
e avaliados por citometria de fluxo e gPCR no dia 15 do protocolo de diferenciacao
(Figura 5.9). A inducdo de CSDC2 entre os dias 7 e 10 proporcionou um aumento
significativo na porcentagem de células NKX2-5/TNNT2 duplo positivas (Figura 5.9A)
e na expressdo das troponinas cardiacas TNNT2, TNNI1 e TNNI3 (Figura 5.9B). Além
disso, outros marcadores cardiacos, que sao utilizados para diferenciar células atriais
e ventriculares também foram avaliados. A expressao do gene IRX4, tipico de células
ventriculares, se mostrou significativamente aumentada apés inducdo com doxiciclina
(Figura 5.9C). Os genes ACTA2 e VWF, marcadores de células musculares lisas e
endoteliais, respectivamente, nao tiveram sua expressao alterada, indicando que a
super expressdo de CSDC2 contribui apenas para o aumento da diferenciacdo de
cardiomidcitos e ndo de outras células derivadas dos mesmos progenitores (Figura
5.9D). Também foram avaliados genes envolvidos na funcdo do Ca?* (SERCA2), canal
de ions (KCNJ2) e metabolismo de lipideos (LCAD), indicadores de maturacéo dos
cardiomidcitos. Nenhum desses genes apresentou a expressao alterada apés a
inducéo com doxiciclina (Figura 5.9E). Células do clone #3 também foram submetidas

a diferenciacéo e confirmaram os resultados obtidos anteriormente.
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Figura 5.9 Ensaio funcional de diferenciagdo cardiaca com a linhagem H1 iCSDC2. No dia 15 do
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5.6.1 Perspectivas para a anélise do gene CSDC2

A andlise funcional do gene CSDC2 sera continuada com a avaliacdo da
atividade do dominio CSD e motivos de ligacdo a RNA através de ensaios com a
linhagem H1 CSDC2-del em experimentos de diferenciacdo cardiaca. A expresséo da
proteina CSDC2 recombinante também esta prevista, através da construcdo no
plasmideo pET28b, para ser usada em ensaios in vitro e para a producdo de
anticorpos policlonais. Também ja foi planejada a estratégia de silenciamento de
CSDC2 utilizando CRISPR/Cas9. Essas abordagens estdo previstas para serem
desenvolvidas em um novo projeto de Doutorado no Laboratério de Biologia Basica

de Células-tronco.
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CAPITULO IV

Artigo
Polysome-associated INcRNAs along cardiomyogenesis of hESC

Situacdo — Em preparacao para submissao na revista Non-coding RNA.

Prefacio

Este capitulo apresenta o artigo escrito para submissao na revista Non-coding
RNA, que descreve a analise dos dados de RNA-seq ao longo da diferenciacédo
cardiaca de CTE com enfoque nos RNA ndo-codificantes longos (INCRNAS). Esse
manuscrito teve como objetivo a andlise da associacao diferencial de IncRNAs aos
polissomos nas diferentes etapas da diferenciacdo cardiomiogénica e a regulacéo
pés-transcricional que poderiam estar envolvidos. A expressdo de IncRNAs se
mostrou interessante nos dados de RNA-seq descritos nesta Tese e por iSSO essa

analise foi incluida.
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Abstract

Long non-coding RNAs (IncRNAs) have been found to be involved in many
biological processes, including the regulation of cell differentiation, but a complete
characterization of IncCRNA is still lacking. Additionally, there is evidence that IncRNAs
interact with ribosomes, raising questions about their functions in cells. Here, we used
a developmentally staged protocol to induce cardiogenic commitment of hESCs and
then investigated the differential association of IncRNAs with polysomes. Our results
identified INcRNAs in both the ribosome-free and polysome-bound fractions during
cardiogenesis and showed a very well-defined temporal IncRNA association with
polysomes. Clustering of IncRNAs was performed according to the gene expression
patterns during the five timepoints analyzed. In addition, differential IncRNA
recruitment to polysomes was observed when comparing the differentially expressed
IncRNAs in the ribosome-free and polysome-bound fractions or when calculating the
polysome-bound vs ribosome-free ratio. The association of IncRNAs with polysomes
could represent an additional cytoplasmic role of IncRNAs, e.g., in translational
regulation of MRNA expression.

Keywords

long non-coding RNA, hESC, cardiomyocyte, RNA-seq
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Introduction

Long non-coding RNAs (IncRNAs) are non-coding RNAs that are arbitrarily
characterized as being longer than 200 bp and are structurally indistinguishable from
protein-coding and processed messenger RNAs since they are also 5’ capped and
polyadenylated [1,2]. A plethora of IncRNAs have been identified that are associated
with many biological processes, such as embryogenesis, the cell cycle, pluripotency,
apoptosis and differentiation [1,3]. LhcRNAs are more tissue-specific than protein-
coding genes; however, they tend to be expressed at low levels [4—6]. LncRNAs can
be classified according to their proximity to protein-coding genes as sense, antisense,
divergent, intronic or intergenic [7].

The mechanisms by which IncRNAs act still need to be determined, but there is
robust evidence that they play crucial roles in gene expression regulation at different
levels, including chromatin organization, transcriptional regulation and post-
transcriptional control [7]. Although there is a lack of conserved INcCRNA sequences
between species [4,8,9], their secondary structure might actively participate in their
function through interactions with proteins and other RNAs [10-12].

LncRNAs can also interact with ribosomes and can be found in polysomal
complexes [13—-16]. The association of INncRNAs with polysomes might indicate the
coding potential of these transcripts, representing a source of new peptides [17]. On
the other hand, ribosome footprints have been found along IncRNAs as well as in
previously known non-coding sequences, suggesting pervasive translation in the cell
[18]. In addition to the coding potential of IncCRNAS, their association with polysomes
could represent a role in translational regulation, for instance, by fine-tuning the speed
or specificity of the machinery and titrating out ribosomes [1]. In addition, the base
pairing capability of INcCRNA indicates that they can interact with and regulate specific
mRNAs [7,11].

Cell differentiation requires the activation of specific genetic programs, and
IncRNA expression has been found to contribute to cell commitment processes
(revised by [3]). Analysis of the murine and human stem cell transcriptomes during
cardiomyocyte differentiation revealed thousands of differentially expressed IncRNAs
[19-23]. These IncRNAs have temporal-specific expression, suggesting that they play
a crucial role in cardiac development regulation [19-24]. Identification of new IncRNAs
and their tissue specificity and function could reveal that they are a new class of

regulatory molecules in cardiac development [25].
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Our group has previously used polysome profiling followed by RNA-seq to
analyze the expression and polysome association of IncRNAs in undifferentiated
human adipose-derived stem cells and committed to differentiation into adipose cells
[14]. Here, we used a hESC cardiomyogenesis model associated with polysome
profiling to investigate temporally regulated IncRNAs and their association with

polysomes during human cardiac commitment.

Results

1. LncRNAs are expressed during cardiomyogenesis of hESCs

Models of in vitro differentiation of hESCs provide the ability to study developmental
biology and address the key events that regulate early lineage commitment [26]. Our
group used a developmentally staged protocol to induce cardiogenic commitment of
hESCs [27,28] and perform polysome profiling, followed by RNA-seq, to investigate
the differential association of RNAs with polysomes, as described in [29]. Here, we
focused on analyzing IncRNAs expressed during cardiomyogenesis, mainly those
differentially associated with polysomes. Considering an RPKM mean of at least 0.01
between biological triplicates (of each timepoint and distinct RNA fraction), 6693
IncRNAs were identified as being expressed during the five timepoints of
cardiomyogenesis analyzed: days DO, D1, D4, D9 and D15 of differentiation, which
represent pluripotency, embryoid body (EB) aggregation, cardiac mesoderm, cardiac
progenitor and cardiomyocyte stages, respectively (Figure 1A). The IncRNAs identified
during cardiomyogenesis represent 17.7% of the total genes expressed (Figure 1B),
considering the filter mentioned above. The annotated categories included in this
analysis were based on Ensembl gene biotypes: antisense, lincRNA, processed
transcript, sense intronic, sense overlapping and TEC (to be experimentally
confirmed), and the number of genes in each category is shown in Figure 1C. Principal
component analysis (PCA) was performed for the IncRNAs according to the type of
RNA fraction (ribosome-free or polysome-bound) (Figure 1D). Ribosome-free samples
were dispersed and showed less similarity between the day of differentiation and
biological replicates (Figure 1D, left panel). On the other hand, polysome-bound
samples showed more distinct groups relative to the day of differentiation, indicating
high similarity between polysomal IncRNAs in experimental replicates and more

pronounced temporal expression (Figure 1D, right panel).
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2. Temporal expression patterns of IncRNAs during cardiomyogenesis

The polysome profiling approach allowed us to isolate and separately sequence
polysome-bound and ribosome-free RNAs from cardiomyogenesis during the five
timepoints. Comparisons between each differentiation timepoint and the preceding
timepoint, considering an overall FDR of < 0.05 and -2 = logFC = 2, identified
differentially expressed (DE) IncRNAs in each RNA fraction. DE IncRNAs were plotted
on a heatmap and showed a clear temporal expression pattern as either polysome-
bound or ribosome-free RNAs (Figure 2). Hierarchical clustering grouped more highly
expressed INcRNAs into distinct stages, and we classified them into six groups. For
instance, some groups that showed high expression in cardiac committed cells (days
D9 and D15) - group I; in the mesoderm stage (day D4) - group Ill; and in the
pluripotency state (days DO and D1) - group V. Not all groups were present in both the
ribosome-free and polysome-bound fractions. Mesoderm stage group IIl only had a
few genes in the ribosome-free fraction. Additionally, intermediate expression group
IV, which had higher expression on days D1, D4 and D9, was only found in the
polysome-bound fraction. Comparing the expression pattern of the ribosome-free and
polysome-bound fractions, we observed more stated groups on polysome-bound
IncRNAs and more progressive patterns on ribosome-free IncRNAs (Figure 2).
Interestingly, the temporal differential expression observed in polysome-bound RNAs
could suggest that IncRNAs differentially associate with polysomes during
cardiomyogenesis and that they play a role in this process.

In addition, clustering analysis of IncRNAs showed particular expression
patterns associated with cardiomyogenic commitment (in the abovementioned time
points: DO, D1, D4, D9, D15). Figure 3A shows the results of a PCA analysis of the
genes of ribosome-free (right panel) and polysome-bound (left panel) IncRNAs (with at
least one CPM in three samples), in which 7 clusters were identified (marked with an
ellipse in the panels). The gene expression profiles of the 7 clusters for both RNA
fractions were determined (Supplementary Figure 1 and 2, polysomal and free,
respectively). Figure 3B shows the expression profiles of two example clusters of
polysome-bound IncRNAs. In the left panel, gene expression is high during the initial
steps of cardiomyogenic differentiation (DO, D1, D4), with a strong decay afterwards.
The second cluster shows genes with low expression during the initial steps of

cardiomyogenic differentiation, with a peak at D4 and stabilization during the final
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stages (right). Figure 3C shows two example clusters of InCRNA expression in the
ribosome-free fraction. These two clusters behave very similarly to those mentioned
above. To the left, a constant decrease of gene expression is observed from D4
onwards, and to the right, a steady increase of gene expression is observed, with a
peak at D4.

Similarly behaving clusters of IncRNAs in the polysome-bound and ribosome-
free fractions have IncRNAs in common, e.g., 38% in the case of the left ones and 14%
in the case of the right ones (Figure 3B and 3C, left and right panels, respectively).
Interestingly, several INcCRNAs are specific to each fraction; the right panel clusters
have 107 IncRNAs specific to the ribosome-free RNA fraction and 97 IncRNAs specific
to the polysome-bound fraction (the Venn diagrams in Supplementary Figure 3A and
3B). Twenty out of 107 IncRNAs belong to clusters that show no change between time
points in the polysomal fraction (Supplementary Figure 1, polysome-bound clusters 1,
2, 6). The rest of the INcRNAs are not even expressed in the polysomal fraction. Forty-
five polysomal-specific IncRNAs belong to clusters that show no change in ribosome-
free RNA (Supplementary Figure 2, ribosome-free clusters 2, 4 and 7). These results
suggest a degree of post-transcriptional regulation of IncCRNAs in cardiomyogenic
differentiation. In addition, pathway analysis of the INncCRNAs in each RNA fraction
(polysome-bound and ribosome-free) was performed (Supplementary Table 1).
Characteristic significant pathway terms (p-value<0.05) were observed in each

fraction.

3. IncRNAs are recruited to polysomes in cardiomyogenic commitment of hESC

Considering the DE IncRNAs, we further investigated whether the IncRNA
association with polysomes was only a consequence of transcriptional regulation, e.g.,
the more transcripts available, the more association with polysomes. We observed that
some IncRNAs were only regulated in the polysome-bound fraction, only in the
ribosome-free fraction or in both fractions, the latter representing coordinated
regulation (Figure 4A). Interestingly, the majority of upregulated genes between days
DO vs D1 were only in the polysome-bound fraction, suggesting the recruitment of
those transcripts to the polysome complex. Moreover, between days D9 vs D15, the
majority of downregulated INncCRNAs were only in the ribosome fraction, suggesting that
some transcripts were held in the polysome-bound fraction when their transcription

was decreased (Figure 4A). Essentially, all of the timepoints analyzed showed that
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more INcCRNAs were regulated in only either the polysome-bound or the ribosome-free
fraction than in both fractions (2.5 to 40% of IncRNAS). This result could represent a
specialized regulation of INcCRNA association with polysomes, independent of the
transcript abundance.

Once we observed there was differential INcCRNA association with polysomes,
we asked whether non-DE IncRNAs were also differentially recruited to and
dissociated from polysomes during cardiomyogenesis. We calculated the ratio
between the polysome-bound and ribosome-free RPKM values to assess the
prevalence of INCRNA in each fraction. The results showed that some INCRNAs were
affected by polysome recruitment (FDR < 0.05, logFC = 2) or dissociation (FDR < 0.05,
-2 2 logFC) when comparing each differentiation timepoint and the preceding timepoint

during cardiomyocyte differentiation (Figure 4B).

Discussion

Cardiomyogenesis of hESCs provides an exceptional model to investigate the
mechanisms of cell fate determination [26]. In this report, we analyzed five distinct
timepoints during the differentiation of hESCs into cardiomyocyte to assess the
expression of INcCRNAs involved in the temporal cell fate transition. Our results
identified a large amount of IncRNAs in both ribosome-free and polysome-bound
fractions during cardiogenesis (Figure 1). LincRNA and antisense INcCRNA were the
most representative categories identified in our data, corroborating previous findings
that antisense INcCRNA may represent one of the largest INcCRNA biotypes in mouse
and human genomes [30]. The functions of antisense INCRNA are not yet well
understood, but because they share sequence similarities with their sense transcripts,
it is believed that they could regulate their sense transcripts at transcriptional or post-
transcriptional levels [10,30], for instance, processing the sense strand by differential
splicing or editing [31].

Transcriptome studies have revealed thousands of differentially expressed
IncRNAs during cardiomyocyte differentiation [19-23], and some evidences have
demonstrated the crucial roles that IncRNAs play in heart development [32]. The
murine IncRNAs Braveheart and Fendrr are classical examples of IncRNAs that
function in heart development [33,34]. These IncRNAs interact with the repressor
complex Polycomb 2 and regulate gene expression during development. In humans,

the antisense transcript of the Braveheart ortholog has been shown to be essential in
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cardiac determination, acting by enhancing activity [35]. More recently, murine
linc1405 was described in cardiac differentiating cells [36]. Murine linc1405 binds to
the transcription factor Eomes and the histone modifiers WDR5 and GCN5 to form a
complex that controls Mespl expression. These examples illustrate that IncRNAs can
act as regulators of gene transcription in cardiac differentiation. However, evidence
showing their involvement in other modes of gene regulation, e.g., controlling mRNA
translation, is still limited.

Here, we used polysome profiling and RNA-seq of ribosome-free and polysome-
bound RNAs to investigate IncCRNAs that were differentially associated with polysomes.
Polysome profiling analysis is a robust method that has been used to provide valuable
information regarding the association of ribosomes with RNAs [14,37,38]. Principal
component analysis showed that polysome-bound IncRNAs were able to better reflect
the biology of the samples than ribosome-free IncRNAs regarding the day of
differentiation (Figure 1D). Additionally, comparisons between each differentiation
timepoint and the preceding timepoint showed dramatic differential expression of
IncRNAs during cardiogenesis, illustrating the molecular complexity of cardiac
differentiation (Figure 2). Interestingly, we observed a very specific temporal
expression of polysome-bound RNAs, suggesting not only that IncRNAs could
differentially associate with polysomes during cardiomyogenesis but also that they
could play a crucial role in this process. It has already been shown that INncRNAs can
be found in polysomal complexes [13-16]; however, their function remains
uncharacterized. In addition to their coding potential (e.g., small peptides) [17,39], the
association of IncRNAs with polysomes could represent an additional cytoplasmic role
in MRNA metabolism, for instance, in translational regulation by acting at the ribosome
or MmRNA level [1,7,11].

Moreover, we found that similar behaving clusters of IncRNAs in polysome-
bound and ribosome-free fractions had few IncRNAs in common (Supplementary
Figure 3), and all of the timepoints analyzed showed that more IncCRNAs were only
regulated in either the polysome-bound or only ribosome-free fraction (Figure 4A).
Taken together, these results suggest that the association of IncRNAs with polysomes
is independent of the transcript abundance and that specific IncRNAs are able to
interact with the polysomal complex. Polysomal IncRNAs could act at the post-
transcriptional level of gene expression regulation in different ways. Characterization
of the post-transcriptional functions of INcRNAs is still being performed [40]. In human

carcinoma Hela cells, lincRNA-p21 was shown to repress the translation of mMRNAs
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encoding B-catenin and JunB by partial base-pairing and recruitment of translation
repressor proteins [41]. During cell differentiation, the IncRNA TINCR interacts with the
STAU-1 protein to form a complex that mediates the stabilization of differentiation
MRNASs [42]. Additionally, linc-31 is required to stabilize the translational activator YB-
1 and promote ROCK1 protein synthesis, which controls the proliferation to
differentiation switch in myoblasts [43]. Recently, the InCRNA Airn, which is known to
induce the imprinting of genes on its locus [44], was shown to also act in in the
cardiomyocyte cytoplasm. A spliced Airn isoform was found bound to the Igf2bp2
transcript and to be involved in the translation control of Igf2bp2 and a number of other
genes [45].

Technological advances, including RNA-seqg and computational analyses, have
allowed improved characterization of non-coding RNAs [32]. These dynamic molecules
seem to contribute to the complexity of organisms because non-coding sequences are
far more numerous than protein-coding sequences in humans compared to the worm
or fruit fly [32,46]. In this report, we characterized the dynamic expression patterns of
IncRNAs during cardiomyogenesis and identified a stage-specific pattern expression.
LncRNAs expressed in differentiating cells are likely to be involved in cell specialization
pathways, while cardiomyocyte INcCRNAs might play roles in maturation and cell-fate
maintenance. Because RNAs can be rapidly transcribed and degraded, they represent
a type of molecule that is perfectly suitable for regulatory mechanisms. In addition, the
sequence and structure complexity of IncRNAs allow a plethora of ligand binding that
can broaden their functions [31]. Despite some advances, most IncCRNAs remain
uncharacterized, and it will be important to investigate their mechanisms of action,
targets and gene networks in the future.

Taken together, our findings support a role for INcRNAs in the temporal cell fate

transition of pluripotent stem cells into cardiac precursor cells and cardiomyocytes.

Material and Methods

Cell culture and cardiomyocyte differentiation

NKX2-5eGFP/w HES3 cell lineage was donated by Monash University (Victoria,
Australia) [43] and cultured as previously described [29]. hESC were submitted to a
cardiac differentiation protocol adapted from [27,28] and detailed described in [29].
Briefly, cells were mildly dissociated to form small clusters and cultured in 6-well

Ultralow Attachment Corning plates using StemPro-34 (Invitrogen), supplemented with
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100 pg/ml penicillin-streptomycin, 2 mM L-glutamine, 150 pg/mL transferrin, 50 pg/mL
ascorbic acid and 0.45 mM monothioglycerol (MTG) and kept in humid incubator at
37°C, 5% CO2 and 5% O2. For embryoid bodies (EBs) aggregation (D0-D1), the basal
medium was supplemented with 1 ng/mL BMP4. On D1, the medium was replaced
with supplementation of 10 ng/mL BMP4, 6 ng/mL Activin A and 5 ng/mL bFGF; on D4
with 10 pg/mL VEGF and 10 pM XAV 939, and starting on D8, the medium was
replaced every two or three days supplemented with 10 pg/mL VEGF and 1 ng/mL

BMPA4. Three independent differentiation assays were used as experimental replicates.

Samples and sequencing

As previously described [29], monolayer hESC on DO or differentiating EBs (on
D1, D4, D9 and D15) were treated with 0.1 mg/mL cycloheximide and cell lysates were
loaded onto 10% to 50% sucrose gradients and centrifuged at 150000 x g for 160
minutes at 4°C. Different sucrose gradient fractions were separated using ISCO
gradient fractionation system (ISCO Model 160 Gradient Former Foxy Jr. Fraction
Collector). Ribosome-free and polysome-bound fractions were isolated and used to
prepare cDNA libraries. RNA-seq was carried out in an lllumina HiSeq platform.

Analysis of sequencing data

Reads were mapped against the reference genome GRCh38 with Rsubreads
and features were counted using the function featureCounts as stated [29]. Biotypes
were annotated using Ensembl database (Ensembl Genes 78). Only IncRNAs and
antisense transcripts with at least one CPM in at least three samples were considered
for further analyses.

K-means clustering analysis was made on the matrix of CPMs, with k equals 7.
Expression profiles were visualized and genes belonging to the clusters further
analyzed separately.

Pathway analysis of the INncCRNAs in each RNA fraction (polysomal and free)
was performed using the toppGene Suite [44].

Polysome/ribosome-free ratio was determined by dividing RPKM values derived
from the polysomal fraction by the ones derived from the ribosome-free fraction (three

biological replicates were averaged).
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Figure 1. LncRNAs along human cardiomyogenesis. (A) Schematic representation of cardiomyogenic
differentiation protocol indicating developmental stages and timing of sample collection. Polysome
profiling was performed at each time-point indicated and Ribosome-free and Polysome-bound RNAs
were sequenced [29] (n=3). (B) Number of genes identified at the five time-points analyzed and at
ribosome-free and polysome-bound fractions (RPKM>0.01), classified according protein-coding, long
non-coding (INcRNA) and other RNA biotypes. (C) Number of genes identified in each IncRNA category
(Ensembl). (D) Principal component analysis (PCA) of ribosome-free and polysome-bound samples at

days DO, D1, D4, D9 and D15 (n=3).
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Figure 2. Differentially expressed IncRNAs during cardiomyogenic commitment . Heatmap of DE
IncRNAs along hESC cardiomyogenesis in (A) ribosome-free and (B) polysome-bound fractions (each
differentiation time-point compared to the preceding time-point, RPKM>0.01, FDR<0.05, -2>logFC>2).
I-VI groups established according to expression pattern. Heatmap made using
https://software.broadinstitute.org/morpheus/.
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Figure 3. Gene expression pattern clusters of ribosome-free and polysome-bound IncRNAs during
cardiomyogenesis. (A) PCA analysis of INcRNAs, identifying 7 distinct clusters (marked with an ellipse).
Examples of clusters of polysome-bound (B) and ribosome-free (C) INcRNAs. On the left panel, gene
expression is high at initial steps of cardiomyogenic differentiation (DO, D1, D4) with a strong decay
afterwards. On the right, genes with low expression at initial steps and stabilization into the final stages.
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Figure 4. LncRNAs association with polysomes during cardiomyogenesis. (A) LncRNAs differentially
expressed (RPKM>0.01, FDR<0.05, -2>logFC>2) only in polysome-bound, in ribosome-free or in both
fractions (coordinated). (B) Number of non-DE IncRNA recruited to and dissociated from polysomes

(ratio poly/ribo-free, FDR<0.05, -2>logFC>2).

Supplementary Table 1. Pathway analysis of LncRNAs in each RNA fraction. Free is on top with the
name of the enriched Pathway term as the first column, second the source from which the infromation
was taken, third FDR, fourth the number of genes from the input that was found in the database, and

fifth the genes name. Polysomal fraction is on the bottom.

RIBOSOME-FREE RNA

Name Source FDR | #genes | Gene
dermatan sulfate biosynthesis (late stages) BIOCYC 0,015 1 DSE
Dermatan sulfate biosynthesis REACTOME | 0,015 1 DSE
dermatan sulfate biosynthesis BIOCYC 0,015 1 DSE
Digestion of dietary lipid REACTOME | 0,015 1 LMF1
SGul?g;?esaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate / dermatan KEGG 0,015 1 DSE
Chondroitin sulfate/dermatan sulfate metabolism REACTOME | 0,033 1 DSE
POLYSOME-BOUND RNA
Digestion of dietary lipid REACTOME | 0,022 1 LMF1
miﬁgggmpegiﬁﬁésrotein signaling pathway-Gq alpha and Go alpha PantherDB | 0,048 1 RGS5
Lipid digestion, mobilization, and transport REACTOME | 0,048 1 LMF1
mztdei;c;teri’mpegiﬁvisrotein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha PantherDB | 0,048 1 RGS5
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Supplementary Figure 1. Gene expression profiles of the 7 clusters for polysome-bound IncRNAs.
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CAPITULO V

Prefacio

Neste capitulo, estdo descritos a metodologia e os resultados referentes a
andlise funcional do IncRNA LINCO00890. Células-tronco pluripotentes foram
modificadas a fim de expressar o LINC00890 sob o controle de doxiciclina ou ter o
LINCO0890 silenciado, para avaliacdo do seu papel durante a diferenciacédo
cardiomiogénica. A expressdo de LINC0O0890 durante a diferenciacdo cardiaca se
mostrou interessante, colocando-o como candidato a participar deste processo. Por
iSso, nos propomos a investigar a hipétese da funcionalidade de LINC00890 na

diferenciacéo cardiaca de células-tronco humanas e este capitulo foi incluido.

INTRODUCAO

Na ultima década, trabalhos vém demonstrando o potencial dos INcRNAs em
participar da regulacdo da expressdo génica em diferentes niveis, incluindo a
organizacdo da cromatina, a regulacao transcricional e também em processos pos-
transcricionais (ANGRAND et al., 2015). Além disso, os IncRNAs podem contribuir
para a especificacdo da identidade celular (revisado por LOPEZ-PAJARES, 2016),
incluindo a diferenciagao cardiomiogénica.

Os dados de RNA-seq descritos no Capitulo | também possibilitaram a analise
de IncRNAs expressos nos diferentes estagios da cardiomiogénese de CTP (Capitulo
IV). A fim de melhor investigar a influéncia dos INcRNAs na diferenciacdo celular e
buscar desvendar funcdes especificas de IncRNAs individuais, o gene LINC00890 foi
escolhido para avaliacao funcional na cardiomiogénese.

O IncRNA LINCO00890 se apresentou expresso em progenitores cardiacos (D9)
e teve a expresséao reduzida em cardiomiécitos (D15). Ndo ha nenhuma informacao
na literatura com relacédo a sua funcéo, apenas dados de expressdo em diferentes
tecidos adultos humanos, os quais mostram a expressdo de LINC00890 em
endométrio e prostata (FAGERBERG et al., 2014). O LINC00890 apareceu associado
aos polissomos nos nossos dados de RNA-seq, indicando um possivel papel na
regulacdo da traducéo de mRNAs ou até mesmo como codificante de peptideos.
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A estratégia para avaliacao funcional do LINC00890 foi o estabelecimento de
linhagens com super expressao induzida ou silenciamento e submissdo dessas
células a diferenciacdo cardiomiogénica. O sistema de expresséao induzida escolhido
foi um sistema integrativo que utiliza o vetor AAVS1-TRE-GW-rtTA, e possibilita a
expressdo controlada através da inducdo com doxiciclina. Para o silenciamento, a

técnica de CRISPR/Cas9 foi utilizada para a delecédo completa do gene.

6 METODOLOGIA

6.1Construcdo de linhagens celulares com super expressédo induzida de
LINC00890

6.1.1 Clonagem do gene LINC00890 no vetor AAVS1-GW-TRE-rTA

O vetor AAVS1-GW-TRE-rtTA também € um vetor de integracdo sitio-
especifica no lécus AAVSL1 e possui o0 sistema de expressao induzida por doxiciclina,
conforme descrito anteriormente (item 4.7.1, Capitulo IIl). As diferencas para o
AAVS1-TRE-FLAG-rtTA séo a auséncia da etiqueta FLAG e o sistema de entrada por
Gateway (GW, Thermo Fischer) (Figura 6.1).
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AAVS1-TRE-GW-rtTA
11,712 bp

chicken beta actin promoter

Figura 6.1 Mapa do vetor AAVS1-TRE-GW-rtTA. Esse vetor possui bracos de homologia com o lécus
AAVS1 do genoma humano (Left H arm, Right H arm, em verde), sitio TRE (vermelho) no promotor do
transgene que sera inserido entre os sitios attR1 e attR2 (azul), e expresséo constitutiva de rtTA

(vermelho) e gene de resisténcia a puromicina (laranja). Mapa criado com Snapgene.

A sequéncia do gene LINC00890 foi obtida e anotada pelo grupo liderado pelo
Dr. S. Weimann do German Cancer Research Center (Alemanha), que gentilmente
nos cedeu o clone de cDNA DKFZp686D0853. O DNA plasmidial do clone citado foi
utilizado para amplificacdo da sequéncia do LINC00890 utilizando oligos desenhados
de maneira que incluissem os sitios attB (GW) no fragmento amplificado (ANEXO | -
Tabela 1). Uma vez que o LINC0O0890 é um IncRNA, a estratégia de clonagem
abrangeu o RNA transcrito todo. O fragmento amplificado foi de 4.5 kb, que
compreende os 3 éxons do gene. A amplificacéo foi feita por PCR usando o kit da
enzima LA Taq (Takara) com 500 ng de DNA plasmidial e 0.8 uM de cada oligo
(forward e reverso). A ciclagem foi feita com 95 °C por 5 min de desnaturacao inicial;
95 °C por 30 seg, 50 °C por 30 seg, 72 °C por 5 min (7X) para amplificacdo; e 72 °C
por 10 min para extensédo final. Depois da PCR e da confirmacédo do tamanho do
amplicon em gel de agarose, a amostra foi incubada com a enzima de restricao Dnpl
por 15 min a 37 °C e, entdo, purificada com o kit Wizard Gel & PCR Clean-up
(Promega).

Seguiu-se com a insercdo do fragmento amplificado no vetor pDONOR 221
(ANEXO | — Figura 1), através da reacdo: 150 ng do produto de PCR, 150 ng do vetor
pDONOR 221, 2 pl da enzima BP clonase Il (Invitrogen), com incubacédo por 16 h a
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temperatura ambiente (TA). A reacao foi parada com a adicédo de 1 pl de proteinase K
e incubacdo por 15 min a 37 °C. O produto da reacao foi usado para transformar
bactérias, conforme descrito anteriormente (item 4.7.2, Capitulo IIl). Col6nias isoladas
tiveram o DNA plasmidial isolado, o qual foi submetido a confirmacéo por reacdo de
restricdo e sequenciamento de Sanger. O préximo passo foi a transferéncia do
transgene para o vetor final AAVS1-TRE-GW-rtTA, através da reacdo: 150 ng de
pDONOR+LINC00890, 150 ng de AAVS1-TRE-GW-rtTA, 2 pl da enzima LR
(Invitrogen), com incubagé&o por 16 h a TA. A reacgao foi parada com a adicdo de 1 pl
de proteinase K e incubacgéo por 15 min a 37 °C. O produto da reacéo foi usado para
transformar bactérias, conforme descrito anteriormente. Col6nias isoladas tiveram o

DNA plasmidial isolado, o qual foi submetido a confirmacgéo por reacao de restricao.

6.1.2 Clonagem do gene LINC00890 com mutacéo no vetor AAVS1-GW-TRE-
nTA

Com o intuito de avaliar a funcdo da CDS predita na sequéncia do IncRNA
LINCO00890, foi planejado a construcdo de uma linhagem de células com expressao
induzida desse gene mutado. A mutacéo planejada se caracterizou pela insercéo de
dois nucleotideos na regido proxima ao ATG, a fim de mudar a janela de leitura
(Figura 6.2). Foram desenhados oligos forward e reverso para a mesma porc¢éo da
sequéncia, ambos incluindo os nucleotideos adicionais (ANEXO | - Tabela 2). Dessa
maneira, durante a PCR, a mutagao seria inserida na sequéncia amplificada final. Em
virtude da sequéncia do LINC00890 ser grande (4,5 kb), foram planejadas diferentes
PCRs para que se conseguisse amplificar a sequéncia por completo, incluindo a
mutacao (Figura 6.2). Todos os primers estdo disponiveis no ANEXO | - Tabelas 1 e
2. O produto final foi a sequéncia do LINC00890 com a mutacéo inserida, e 0s sitios
attB incluidos para seguir com a clonagem com Gateway, conforme descrito

anteriormente.
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PCR_3LF/R

exon 1 exon 2 —_ - exon 3
N I ————
— CDs —
LINC_attB_F predita LINC_attB_R
—— ~ -
— - - — —
— — — — ~ -
' LINCmut_F/R

TAGAAATCAAATAGAAACACATACTAACTCAAGTCTTGAGTGATGATGGAGGCGCATTTTAAATACCATGGAAATCAATCACTAGGCGTGCCCATTTTCC
CACTCTGGCAACAGAGGTTGATACCTCTTCAGACAAGTATTCCAACCTGTACATGTATGTGGGCTTATTCCTGAGCCTCCTGGCCATTCTCCTCATCCTG
CTCTTCACAATGCTCCTTCGGCTCAAACATGTCATCTCGCCCATCAACTCTGACAGCACAGAAAGTGTTCCTCAGTTCACAGATGTAGAGATGCAGAGTC
GAATCCCCACTCCCTAAAGCCAGGATGAAGGTGAGCTTTAGTGGATCTGGGTAAACCCTTATATATGGATGTCCAGGAGAGCTTGCTTTCTTGCATGAAG

Figura 6.2 Estratégia de mutacdo na CDS predita para o gene LINC00890. Existem duas possiveis
CDS (grifadas juntas em cinza claro): os cédons de inicio (ATG) e de parada estdo destacados em
sublinhado e cinza escuro, respectivamente. A sequéncia Kozak est4 destacada em negrito. Através
de PCR usando oligos mutados, dois nucleotideos AA foram inseridos na sequéncia, conforme
destacado em vermelho e amarelo. Os oligos usados nas PCR estdo ilustrados na figura. Fonte: o

autor.

6.1.3 Transfeccdo dos vetores AAVS1l em células-tronco pluripotentes

humanas e selecao de clones

A linhagem de CTE humanas H1 e as iPSCs humanas PLZ foram transfectadas
com os vetores AAVS1 construidos para a integracdo do sistema de expressao
induzida. A transfeccdo foi feita conforme descrito anteriormente no item 4.7.4,
Capitulo Ill. Apos transfeccgdo, as células foram submetidas a selecao pela resisténcia
a puromicina e selecao clonal, conforme descrito no item 4.7.5, Capitulo 1ll. Os clones
foram, entdo, submetidos (+DOX) ou ndo (-DOX) a inducdo com 500 ng/ml de

doxiciclina por 24h para avaliar a expressao de LINC00890 por gPCR.

6.2 Silenciamento do gene LINC00890 usando CRISPR/Cas9

6.2.1 Montagem do sistema Cas9/gRNA no vetor PX458

A estratégia de silenciamento escolhida para o gene LINC0O0890 foi a de delecéo
completa do gene, utilizando um par de gRNAs (RNAs guias) (Figura 6.3). Para isso,
guatro gRNAs foram desenhados para que reconhecessem as regides adjacentes ao
gene utilizando a plataforma online do Zhang lab (http://crispr.mit.edu/, acesso em
julho de 2017) (chamados de A, B, C e D), e testados quanto sua eficiéncia. Os oligos
para construcdo do sistema de expressao de Cas9/gRNAs foram desenhados de
acordo com as instrucbes de clonagem no vetor pSpCas9(BB)-2A-RFP (PX458 —

Addgene, plasmid #48138) (ANEXO Il — Figura 1 e Tabela 1).
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exon 1 exon 2 exon 3

— | ———— om0 ==
cDS
A B predita ¢ D
<«
1LF 2LR 1LR
3LF 3LR
B | 10,5 kb |
\ |
A B delegdo C D
WP e T T e 1LR
~~~~~~~~~~~~~ A+C = 1300 pb
A+D =500 ph
B+C = 1550 pb
B+D = 750 bp
C
. Quality ; Numero de off-targets
gRNA Sequéncia/PAM Numero de off-targets* .
Score* (0/3 ou 4 mismatches)*
A CATATATTACTGTAAGACCCAGG 72 192 0/164
B TAAACTGTTGCCTGCGAAAGAGG 82 143 0/88
C AAGTCAGCATTTCGAATAGAAGG 80 202 0/121
D GCAGTCGTTACAATTTATACCGG 87 70 0/51

Figura 6.3 Estratégia de silenciamento do gene LINC00890 através de delecéo utilizando um par de
gRNAs (dentre os gRNAs A, B, C e D). A delecéo foi verificada através de PCR usando os oligos
ilustrados na figura. (A) Posicionamento dos gRNAs e oligos no gene LINC00890. (B) Esquema da
PCR de verificacdo da delecao, ilustrando os tamanhos esperados dos amplicons quando da delecdo
usando os diferentes pares de gRNAs. (C) Resumo dos parametros dos gRNAs testados, *segundo a
plataforma online Zhang Lab, e off-targets (alvos inespecificos) #*segundo plataforma Cas-OFFinder

(http://www.rgenome.net/cas-offinder/). Fonte: o autor.

Os oligos listados na Tabela 1 — ANEXO Il foram anelados e fosforilados na
reacao: 100 uM oligo F, 100 uM oligo R, 1 pl tampéo 10X T4, 0,5 ul de enzima T4 PNK
(NEB); termociclada a 37 °C por 30 min, 95 °C por 5 min e temperatura reduzida a 25
°C (5 °C/min). Ap0s a digestao do vetor PX458 com a enzima Bbsl e purificagdo em
gel de agarose, foi feita a reacdo de ligagdo com: 50 ng PX458 digerido, 1 pul dos oligos
anelados (diluidos a 1:250), 5 pl do tampao Quick ligation e 1 ul da enzima Quick
ligase (NEB); incubada por 10 min a TA. A transformacé&o de bactérias e extracédo de
DNA plasmidial foram feitas conforme descrito anteriormente. A confirmacéo da

insercao dos oligos/gRNAs foi feita por reacao de restricao.
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6.2.2 Transfeccdo dos vetores PX458 em células-tronco pluripotentes

humanas

Células da linhagem de CTE humanas H1 e as iPSCs humanas PLZ foram
transfectadas com os vetores PX458 construidos para expressédo de Cas9 e gRNAs
(RAN et al., 2013). As células foram plaqueadas em baixa confluéncia (20-30%) em
placas de 24 pocos, sobre uma camada de Geltrex, com meio de cultivo TEsSR ES8
(Stem Cell Technologies). No dia seguinte, os reagentes de transfeccdo foram
preparados: 100 ul de meio IMDM, 500 ng PX458 (1), 500 ng PX458 (2), 2 ul reagente
vermelho e 2 pl reagente azul (kit de transfec¢cdo Geneln, Amsbio). O meio de cultivo
das células foi trocado por meio fresco TESR ES8 e a solucéo preparada foi adicionada
aos poc¢os, seguindo-se incubacgdo por 16 h. Apds 24-48h, foi possivel observar a
expressdo de RFP (proteina fluorescente vermelha) e, consequentemente, de
fluorescéncia vermelha nas células transfectadas. As células foram mantidas em
cultivo e expandidas até que se obtivesse um numero suficiente de células para

andlise e selecéo.

6.2.3 Avaliacéo e validacao da delecéo por PCR

Para testar se as células foram mutadas e, portanto, tiveram o gene LINC00890
deletado (KO, do inglés knockout), PCRs foram feitas de duas maneiras. (1) Durante
a passagem das células, cerca de 5 pl de suspenséao de células foram incubados com
100 pl de &gua deionizada a 98 °C por 10 min. A reacao de PCR foi preparada com:
6 ul de 5SPRIME HotMasterMix (QuantaBio), 0,1 uM de cada oligo F+R e 1 pl da
suspensao de células fervida. (2) O DNA gendmico das células foi extraido usando o
kit GeneJET Genomic DNA Purification (Thermo Fischer) e a reacdo de PCR
preparada com: 50 ou 100 ng de DNA gendmico, 0.8 uM de cada primer F+R e o kit
da enzima LA Taq (Takara). Em ambos os casos, a ciclagem foi feita com 95 °C por 2
min de desnaturacéo inicial; 95 °C por 30 seg, 60 °C por 30 seg, 70 °C por 1 min e 30
seg (40X) para amplificacéo; e 70 °C por 10 min para extensao final. Os oligos usados
estdo listados na Tabela 6.1. Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose

1% corado com brometo de etideo.
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Tabela 6.1 Oligos usados na PCR de avaliacdo de delecdo do gene LINC00890. WT, wild type (do
inglés, selvagem). Tamanho do amplicon considerando a delecdo com gRNA A+D.

Tamanho do

Nome do oligo Sequéncia 5’-3’ Deteccéo ]
amplicon

PCR_1LF 5’'GGGCCTTTGACTACAAATGGAT WT 10,5 kb
PCR_1LR 5 GCAGAGGAATGTGGAAGGCT Mutado (KO) 514 pb
PCR_2LR 5GCTCGCTCAAGTAGGAGTTG WT (intron) 1050 pb (+1LF)
PCR_3LF 5GCTGGGCAGGAACCTTACAA

WT (éxon 3) 780 pb
PCR_3LR 5TGTTTGAGCCGAAGGAGCAT

6.2.4 Selegao de clones com silenciamento génico

Apés a transfeccao, as células foram passadas para uma nova placa quando
atingiram 80% de confluéncia. Nessa passagem, uma primeira PCR de avaliacao foi
feita com suspensédo de células. Se essa primeira populacao inicial total (bulk) fosse
positiva, deu-se seguimento ao cultivo e selecdo das células. Uma passagem para
placa de 60 mm, sobre camada de Geltrex, em baixa confluéncia (~10%), foi feita com
a intencao de cultivar células isoladas. Quando colbnias estaveis se formaram (aprox.
10 dias), colbnias isoladas foram pescadas e transferidas para uma nova placa de 24
pocos, sob um microscopio invertido, dentro do fluxo laminar. Vinte e quatro clones
(colbnias) foram pescados e expandidos até que tivessem células suficientes para
uma nova passagem e PCR de verificagcdo. Clones negativos, ou seja, que nao
amplificaram o fragmento correspondente a delecdo, foram descartados. Clones
positivos, que amplificaram o fragmento correspondente a delecdo (KO), mas que
também amplificaram a sequéncia selvagem (WT), foram guardados e/ou submetidos
a uma nova rodada de selecédo clonal. Novas transfec¢cdes e selecao clonal foram
feitas até se encontrar um clone positivo para a delecdo (KO) e negativo para o

selvagem (WT).

6.3 Ensaios de fisiologia de cardiomidcitos derivados de CTP

6.3.1 Quantificacdo da frequéncia de batimento de cardiomiocitos

Videos de cardiomiécitos diferenciados em monocamada foram gravados

utilizando uma camera digital acoplada a um microscopio optico invertido, em sala
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com temperatura controlada. A quantificagcdo da frequéncia de batimento foi feita

através da contagem de batimentos por minuto, nas diferentes condicdes analisadas.

6.3.2 Eletrofisiologia de cardiomiocitos usando Patch clamp

A técnica de Patch clamp whole cell (do inglés, célula completa) foi usada para
medir a voltagem dos canais de ions dos cardiomidcitos diferenciados in vitro.
Micropipetas de vidro (2-3 MQ) foram preenchidas com uma solugéo contendo: 5 mM
NaCl, 150 mM KCI, 2 mM CaClz, 10 mM HEPES, 5 mM EGTA e 5 mM MgATP (com
pH ajustado para 7,2 usando KOH). A solucéo de banho consistiu de: 150 mM NacCl,
54 mM KCI, 1,8 mM CaClz, 1 mM MgClz, 15 mM HEPES, 15 mM glicose (com pH
ajustado para 7,4 usando NaOH). Todas as medidas eletrofisiolégicas foram
realizadas no equipamento amplificador Axopatch 200B e conversor Axon Digidata
1320A A/D, através do sistema pCLAMP (quadros Digidata A/D e D/A e pCLAMP 9.2,
Molecular Devices). Os dados foram analisados com Clampfit. As gravacdes foram
filtradas com frequéncias de corte para evitar o aliasing e foram digitalizadas em
velocidades pelo menos 5 vezes da frequéncia de corte, geralmente entre 2 e 10 kHz,
respectivamente. Os potenciais de acao (APs) foram adquiridos sob pulsos de 3 ms
de duracéo, 1,2 vezes da intensidade basal sob uma taxa de estimulacéo de 0.5 Hz.
Os métodos analogo e P/4 foram usados para cancelamento de vazamento e
capacidade transiente. A resisténcia em série foi parcialmente compensada pelo
circuito de retorno. O ensaio de Patch clamp foi realizado em colaboracdo com o

laboratorio do Dr Samuel Dudley (Universidade de Minnesota, EUA).

7 RESULTADOS

7.1 Escolha de LINC00890 para avaliacéo funcional

O RNA néo-codificante longo transcrito pelo gene LINC00890 foi escolhido para
andlise funcional durante a diferenciacdo cardiomiogénica. Ele se apresentou
expresso em progenitores cardiacos (D9) (Figura 7.1A), com expressao similar ou
maior que alguns genes sabidamente expressos em progenitores cardiacos, como
GATA4, TBX5, MEF2C e ISL1, e que outros IncRNAs (Figura 7.1B). Nao ha nenhuma
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informacgé&o na literatura com relacédo a sua funcao, apenas dados de expressao em
diferentes tecidos adultos humanos, os quais mostram a expressao de LINC00890 em
endométrio e prostata (FAGERBERG et al., 2014). Além disso, aparece associado aos
polissomos, indicando um possivel papel na regulagdo da traducdo ou até mesmo
como codificante de peptideos. A possibilidade do LINC00890 estar exercendo algum
papel durante a diferenciacdo cardiomiogénica motivou seu estudo. Sua escolha foi
baseada nos dados de RNA-seq (Capitulos | e Il), gerados usando a diferenciacao por
corpos embridides (CE). A expressao de LINC0O0890 no modelo de diferenciacdo em
monocamada foi confirmada por gPCR (usando RNA total) (Figura 7.1A).

A RNA-seq qPCR
Diferenciacdo cardiaca em CE Diferenciagdo cardiaca em monocamada

log2 RPKM L|NC00890

L S
o Tow 0.010

D1

<
[=]

0.008

Polysome-bound 0.006

0.004

Fold of GAPDH

Ribosome-free

0.002

0.000
OQ 0"; ob- do o‘\ OQ: Q‘b o.{]r 0\‘: Q,LQ on_‘Q

GATA4 |
TBXS5 |
MEF2C |

ISL1 ] ~
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LINCO1132 |
LINC01370 |
LINC01508 ——
LINC01279 |
LINC00173 |

RPKM

Figura 7.1 Expressédo do IncRNA LINC00890 durante a diferenciacdo cardiomiogénica em CE e
monocamada. Células-tronco embrionarias foram submetidas a diferenciacdo cardiomiogénica e
avaliadas em diferentes dias. (A) Os valores de expresséo baseados no RNA-seq estdo expressos em
log2 de RPKM e representados no mapa de calor; os de gPCR séo valores relativos a expresséo do
gene constitutivo GAPDH. Os dias de diferenciagéo estdo indicados na figura, assim como as fracdes
de RNA livre (Ribosome-free) ou associado a ribossomos (Polysome-bound). (B) Niveis de expressao
de genes marcadores de progenitores cardiacos (vermelho), de LINC0O0890 e de outros INnCRNAs

identificados em D9 (dados de RNA-seq, Polysome-bound).
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7.2 Construcao de linhagens celulares de super expressao induzida de LINC00890

O vetor AAVS1-TRE-GW-rtTA foi clonado com o gene LINC00890 e confirmado
por reacdo de restricdo (ANEXO IIl — Figura 1) e sequenciamento. Tal vetor foi usado
para promover a integracdo do sistema de expressao induzida no l6cus AAVS1 do
genoma das CTP. Apos a transfeccéo, foram feitas a selecdo com puromicina e a
selecédo clonal. As novas linhagens foram denominadas H1 iLINC e PLZ iLINC, de
acordo com a célula parental. Até seis clones de cada nova linhagem foram
selecionados e testados quanto a eficiéncia de inducédo da expressao do transgene
através da adicéo de doxiciclina ao meio de cultivo. A quantificacdo da expressao foi
feita através de gPCR, e um clone de cada condicdo foi escolhido para dar

continuidade ao trabalho (Figura 7.2).

H1iLINC
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AAVS1-TRE-GW-rtTA
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18X
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Figura 7.2 Sistema de super expressao induzivel com doxiciclina. Apdés a transfeccdo com as
construcdes vetoriais, as células foram submetidas & sele¢cdo com puromicina e clonal. Os clones
selecionados foram testados quanto a expresséo de LINC00890 através da indugdo com 500 ng/ml ou
1 ug/ml (PLZ iLINC) de doxiciclina (+DOX). Valores relativos ao gene constitutivo GAPDH estéo
mostrados nos gréficos, e foram quantificados por qPCR. Todos os gPCR foram feitos com probes
Tagman. Os clones escolhidos para a continuidade do trabalho estdo destacados em vermelho. Valores

indicados nas colunas +DOX representam a expressao quantas vezes maior que o controle sem DOX.

Apés as etapas de selecdo com puromicina e clonal, e de algumas passagens
em cultura, a nova linhagem H1 iLINC (clone #6) manteve as caracteristicas de células

pluripotentes (Figura 7.3, painel da esquerda (-DOX)). Entre essas caracteristicas
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estdo a morfologia em colbnias bem delimitadas e a expressao dos marcadores de
pluripoténcia Oct4, Sox2 e Nanog. Além disso, essas caracteristicas também foram
mantidas apdés a inducdo com doxiciclina (Figura 7.3, painel da direita (+DOX)),
indicando que o gene LINC00890 parece ndo participar da saida do estado de

pluripoténcia.

H1 iLINCO0890 - clone #6, passagem 7
+DOX

Figura 7.3 Linhagem H1 iLINC manteve caracteristicas pluripotentes apds algumas passagens em
cultivo (-DOX) e apés indugdo com doxiciclina (+DOX). Imagens em campo claro (A e C) foram tiradas
apos 96 h sem (-DOX) ou com indugédo (+DOX), no aumento de 4X, e mostram a morfologia das
colbnias de células. Imunofluorescéncia dos marcadores de pluripoténcia Oct4, Sox2 e Nanog das (B)
células sem inducao (-DOX) e (D) induzidas com doxiciclina (+DOX), ap6s 7 dias. Imagens no aumento

de 10X. Coloragéo nuclear com DAPI.

7.3 Ensaios funcionais com as linhagens H1 iLINC e PLZ iLINC

A linhagem H1 iLINC (clone #6) foi usada para avaliar a participacdo do gene
LINC00890 na diferenciacdo cardiomiogénica. Experimentos iniciais de triagem
avaliaram a eficiéncia da diferenciacdo cardiaca e a expressao de marcadores apés
a inducédo da expressao de LINC0O0890 ao longo de toda a diferenciacdo (inducao

continua: DOX DO0-15) (Figura 7.4). Os resultados mostraram uma reducdo na
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porcentagem de células NKX2-5/TNNT2 duplo positivas na condi¢do induzida DOX
D0-15, quando comparado com o controle sem inducao (Figura 7.4A), indicando,
portanto, uma reducdo na eficiéncia de diferenciacdo. Além disso, a monocamada
uniforme de células pulsantes observada no controle sem indugéo (-DOX) nédo era
mais observada nas células induzidas de DO0-15, sendo substituida por pequenos
aglomerados de células pulsantes (Figura 7.4B). Esses resultados indicam que o
LINC00890 interfere de alguma maneira na diferenciagcéo cardiaca e, por isso, demos
continuidade no estudo desse gene.

Ao avaliar a expresséo dos marcadores de subtipos de cardiomiécitos atriais e
ventriculares, esperava-se que estivessem reduzidos apos a inducao continua com
doxiciclina (DOX DO0-15), uma vez que a eficiéncia de diferenciacao foi menor nessa
condicdo. Entretanto, curiosamente, foi possivel observar que os marcadores de
células atriais (Figura 7.4D) tendiam a aumentar, enquanto os marcadores de células
ventriculares reduziam (Figura 7.4E). Isso nos levou a criar a hipotese de que o gene
LINC00890 atua de diferentes maneiras em momentos distintos da diferenciacéo: (1)
seria um inibidor da formacao de mesoderme cardiaca no inicio da diferenciacéo e (2)
promoveria uma melhora na diferenciacdo com favorecimento da diferenciacao de

células atriais a partir de progenitores cardiacos.
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Figura 7.4 Ensaios funcionais de triagem com a linhagem H1 iLINC. A expressao continua do
LINC0O0890 (DOX DO0-15) ao longo da diferenciagdo cardiomiogénica reduziu a eficiéncia da
diferenciacéo. (A) Quantificacdo por citometria de fluxo da porcentagem de células NKX2-57/TNNT2*
duplo positivas no dia 15 da diferenciacdo nas condi¢6es sem inducgédo (-DOX) e indugéo continua (DOX
D0-15). (B) Imagens representativas da diferenciagdo em monocamada de cardiomidcitos nas
condi¢Bes sem indugéo (-DOX) e indugéo continua (DOX DO0-15). Aumento de 4x. Quantificacdo da
expressao por qPCR de (C) TNNT2 e dos marcadores (D) atriais e (E) ventriculares no dia 15 (valores
relativos ao gene constitutivo GAPDH).

Considerando algumas limitacdes e a escolha, desde o principio deste trabalho,
de investigar o comprometimento final de progenitores cardiacos a cardiomiocitos,
optamos por direcionar a investigacéo sobre o papel do LINC00890 na segunda parte
da hipotese proposta. Para isso, outros experimentos de triagem foram realizados com
o intuito de definir uma janela de inducéo de expressao a ser estudada. Além disso,
definiu-se que a avaliacdo dos parametros funcionais se daria no dia 30 da
diferenciacéo, considerando que os cardiomiécitos estariam mais maduros e suas
caracteristicas de subtipos (atrial e ventricular) mais definidas. Dois experimentos

independentes testaram diferentes janelas de indugdo com doxiciclina, focando nos
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estagios de progenitores cardiacos (ANEXO V — Figura 1). A avaliacdo da expressao
génica de marcadores pan-cardiacos, atriais e ventriculares por g°PCR mostrou que,
de maneira geral, todas as janelas testadas levaram a um aumento dos marcadores
apos a inducgdo. Entretanto, a inducdo entre os dias 5 e 10 da diferenciacdo (D5-10)
se destacou pela homogeneidade e/ou maior expresséo entre as replicatas. Portanto,
essa janela de inducéo foi escolhida para os experimentos que seguiram.

Ao todo cinco replicatas foram realizadas com a linhagem H1 iLINC e uma com
a linhagem PLZ iLINC para avaliar a expressao de marcadores no dia 30, apos a
inducdo com doxiciclina do gene LINC00890 entre os dias 5 e 10 (Figuras 7.5 e 7.6).
A expressdo do gene NKX2-5, expresso a partir de progenitores cardiacos, néo
apresentou significancia estatistica quando comparado com as células ndo induzidas,
apesar da média de expressao entre as replicatas ser maior do que a da condi¢édo
controle. Entretanto, outros marcadores pan-cardiacos, como as troponinas TNNT2 e
TNNI1 se mostraram estatisticamente aumentadas nas células induzidas, com
excecdo da troponina TNNI3 (Figura 7.5A). O gene ACTA2 é marcador de células
musculares lisas, outras células derivadas dos mesmos progenitores cardiacos, e sua
expressao se mostrou estatisticamente reduzida nas células induzidas, indicando um
possivel favorecimento de cardiomiocitos na presenca do LINC00890 (Figura 7.5B).
Por outro lado, o gene VWF, marcador de células endoteliais também derivadas dos
progenitores, nao teve sua expressao alterada. A expressédo do LINC00890 também
foi avaliada no dia 30, e se mostrou sem diferenca estatistica quando comparada com
a das células nédo induzidas, indicando que nessa etapa da diferenciacdo (D30) o

sistema de inducdo ndo esta mais ativo, como esperado (Figura 7.5C).
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Figura 7.5 Expressédo dos marcadores cardiacos nas linhagens H1 iLINC e PLZ iLINC apds inducéo
com doxiciclina nos dias 5-10 (DOX 5-10). Células ndo induzidas (-DOX) foram usadas como controle.
(A) Marcadores pan-cardiacos, (B) marcadores de outras linhagens derivadas de progenitores
cardiacos e a expressdo do LINC00890 foram avaliados por gPCR no dia 30 da diferenciacdo. Os
valores estéo expressos como relativos ao gene constitutivo GAPDH. Os resultados provenientes da
linhagem PLZ iLINC estéo identificados em vermelho, conforme a legenda. Andlise por teste T de
Student pareado: *p < 0,05.

Os marcadores de células atriais e ventriculares também foram avaliados nas
células induzidas (DOX D5-10) e ndo induzidas (-DOX) (Figura 7.6). Dentre os
marcadores atriais, a expressdao do gene MYL7 se mostrou significativamente
aumentada nas células induzidas (Figura 7.6A). E entre os marcadores ventriculares,
a expressao de HEY2 também se mostrou aumentada nas células induzidas (Figura
7.6B). Os demais marcadores avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica
guando comparados com as ceélulas controle ndo induzidas, apesar da meédia de
expressao de algum deles ter sido maior. Por outro lado, o marcador de células nodais
HCN4 n&o apresentou diferencga entre as duas condi¢des (Figura 7.6C), assim como
os marcadores de maturagdo SERCA2, KNCJ2 e LCAD (Figura 7.6D).
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Figura 7.6 Expresséo de marcadores de subtipos e de maturacdo de cardiomidcitos avaliada por gPCR
no dia 30 da diferenciacao. (A) Genes marcadores de células atriais. (B) Genes marcadores de células
ventriculares. (C) Gene marcador de células nodais. (D) Genes marcadores de maturacgéo,
representando caracteristicas como funcéo do Ca?* (SERCAZ2), canal de ions (KCNJ2) e metabolismo
de lipideos (LCAD). Os valores estdo expressos como relativos ao gene constitutivo GAPDH. Os
resultados provenientes da linhagem PLZ iLINC estao identificados em vermelho, conforme a legenda.
Andlise por teste T de Student pareado: *p < 0,05.

Um experimento representativo com cada linhagem iLINC foi analisado tanto
no dia 10 como no dia 30 da diferenciacdo (Figura 7.7). Os resultados de expressao
génica mostraram que o gene LINC00890 estava aumentado no dia 10 nas células
induzidas (inducdo DOX D5-10), quando comparado com as celulas nao induzidas,
como esperado. Por outro lado, essa diferenca ndo foi mais observada no dia 30, 20
dias depois da retirada da doxiciclina do meio de cultura e, portanto, interrupcdo da
inducdo do sistema de super expressdo. Por outro lado, os marcadores cardiacos
NKX2-5 e TNNT2 ndo apresentaram diferengas entre as células induzidas e controle
no dia 10. Diferencas na expressdo desses genes apareceram mais tardiamente na

diferenciacé@o das células, apds o periodo de super expressao de LINC00890 (Figura
7.7).
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Figura 7.7 Expressao génica nas linhagens H1 iLINC e PLZ iLINC nos dias 10 e 30 da diferenciacao.
Células nao induzidas (-DOX) e induzidas (DOX D5-10) foram avaliadas por gPCR (n=2). Os valores
estdo expressos como relativos ao gene constitutivo GAPDH. Os resultados provenientes da linhagem

PLZ iLINC estao identificados em vermelho, conforme a legenda.

Em conjunto, esses dados mostram que, de maneira geral, a expressao
induzida de LINC00890 entre os dias 5 e 10 da diferenciacdo levou ao aumento de
alguns marcadores de cardiomidcitos, indicando um possivel papel de favorecimento
da diferenciagéo cardiaca do LINC00890.

Para continuar investigando o fenétipo dos cardiomiécitos apos a inducédo da
expressao do LINC00890, alguns ensaios fisiologicos foram realizados. Observou-se
que a monocamada de cardiomidcitos diferenciados tinha diferengas na frequéncia
das contracdes espontaneas entre as células induzidas e nado induzidas. Entéo, a
quantificacdo da frequéncia de contracdes foi feita usando filmagens das células em
cultura. Células que tiveram a expressdo de LINCO00890 entre os dias 5-10 da
diferenciac@o apresentaram frequéncia de batimentos maior que as células controle

sem inducao (Figura 7.8).

Frequéncia de batimentos
p=0.0010

150+

100+

(3]
o
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n® contragdes/min

-DOX DOX D5-10

Figura 7.8 Quantificacdo da frequéncia de batimentos nos cardiomidcitos derivados da linhagem H1
iLINC. Células ndo-induzidas (-DOX) e induzidas entre os dias 5-10 da diferenciacdo cardiaca com
doxiciclina (DOX D5-10) foram avaliadas pelo nimero de contragdes por minuto. Analise por teste T de

Student ndo-pareado: **p = 0,001.
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Ainda, células induzidas (DOX D5-10) e né&o induzidas (-DOX) foram
submetidas a andlise pela técnica de Patch clamp. As informacdes geradas por essa
técnica permitem inferir sobre os tipos de cardiomidcitos que estdo presentes numa
populacdo de células através dos parametros eletrofisioldgicos, como o potencial de
acdo. Os resultados mostraram que na populacéo de células que tiveram a expressao
de LINCO00890 induzida haviam mais células com caracteristicas atriais (41,7%) do
gue na populacdo nao induzida (22,9%) (Figura 7.9A). Interessantemente, o nimero
de células ventriculares foi similar entre as duas condi¢des, enquanto o niumero de
células nodais foi menor nas células induzidas (de 22,9% na condi¢do -DOX e 2,8%
na DOX D5-10). Outros parametros também apresentaram diferencas entre as células
induzidas e nao induzidas, como a duracdo do potencial de acdo em 90% de
repolarizacdo (APD90), a inclinacdo méxima do traco ascendente do potencial de
acao (dv/dtmax) e a amplitude do potencial de agcdo (Amp), 0s quais se mostraram
aumentados nos cardiomidcitos ventriculares DOX D5-10. Enquanto o potencial de
membrana de repouso mostrou-se reduzido nessas células (Figura 7.9B e C). Na
Figura 7.9D estd ilustrado a diferenca na amplitude dos cardiomiocitos -DOX e DOX
D5-10.
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Figura 7.9 Andlise eletrofisiolégica de cardiomidcitos por Patch clamp. (A) Quantificagdo dos subtipos
ventricular, atrial e nodal de cardiomidcitos nas populagées de células nédo induzidas (-DOX) e induzidas
(DOX D5-10) no dia 30 da diferenciacdo. Andlise por teste Chi-quadrado, *p=0.0225. O nimero de
células e o percentual que representam estéo indicados. (B) Valores dos parametros medidos por Patch
clamp nos cardiomiécitos das duas condi¢cfes (n=36, cada condi¢do). APs, potenciais de acdo; MDP,
potencial diastélico maximo; Amp, amplitude; dV/dtmax, inclinagdo maxima do traco ascendente do
potencial de acdo; ADP90, duracdo do potencial de acdo em 90% de repolarizacdo. (C) Parametros
descritos em B plotados graficamente. *p<0,05 quando comparado com -DOX ventricular. #p<0,05
quando comparado com -DOX atrial. (D) Imagens representativas dos potenciais de acdo de

cardiomidécitos ventriculares e atriais das condi¢des -DOX e DOX D5-10.

7.4 Construcao de linhagens com silenciamento do gene LINC00890

Com o intuito de avaliar mais a fundo a participacdo do LINCO0890 na
diferenciacéao cardiomiogénica, o silenciamento do gene foi feito nas linhagens H1 e
PLZ usando a tecnologia de CRISPR/Cas9. Quatro diferentes gRNAs foram
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desenhados de maneira que um par pudesse ser usado para deletar o gene do
LINC00890 por completo (Figura 7.10A), e suas sequéncias foram clonadas no vetor
px458 que permite a expressao simultanea da proteina Cas9. A eficiéncia dos gRNAs
em seus pares pode variar, por isso, inicialmente as quatro possibilidades de
combinacgéo entre os gRNAs (A, B C e D) foram testadas (Figura 7.10B). O par de
gRNAs A+D foi capaz de gerar a delecao esperada, evidenciada pela amplificacdo do
fragmento de 514 pb na PCR usando os oligos 1LF e 1LR. Esse par de gRNAs foi,
entdo, escolhido para dar seguimento ao silenciamento génico.

A transfeccao desses vetores tem muito baixa eficiéncia, em torno de 5-10%
(dados ndo mostrados). Além disso, o0 sistema ndo possui selecdo por antibiotico,
fazendo com que a geracdo de uma linhagem com silenciamento dependa
exclusivamente da selecéo clonal. Por isso, varias tentativas tiveram que ser feitas e
inUmeros clones analisados até que se conseguisse isolar células devidamente
silenciadas. Esse processo consistiu de algumas etapas: (1) transfeccao, (2) teste da
populacao bulk, (3) clonagem manual, (4) teste dos clones, (5) subclonagem, (6) teste
dos subclones, (7, se aplicavel) sub-subclonagem e teste dos sub-subclones. Se a
populacao bulk inicial ndo fosse positiva para a delecao (amplicon de 514 pb - KO),
uma nova transfeccéo deveria ser feita. Ou se nenhum dos 24 clones testados a partir
de uma populacédo bulk positiva ndo fossem positivos, uma nova transfeccéo também
deveria ser feita. A amplificacéo por PCR de um fragmento de 780 pb usando os oligos
3LF e 3LR foi usada como controle e indicativo da presenca de células selvagens
(WT) na populacao testada. Essas etapas foram seguidas até que se encontrasse um
clone/subclone positivo para a delecéo e negativo para o fragmento WT (Figura 7.10).

Desta maneira, a partir de populagdes H1 e PLZ bulk positivas para KO, pelo
menos 24 clones foram selecionados e testados. Encontrou-se um clone derivado da
linhagem H1 (Figura 7.10C) e trés da linhagem PLZ (Figura 7.10D), os quais foram
subclonados. Pelo menos um subclone de cada linhagem apresentou a amplificacéo
correspondente a KO e foi negativo para a amplificacdo WT. Os clones escolhidos
foram denominados H1 8.16 LINC KO e PLZ 4.7 LINC KO.
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Figura 7.10 Construcdo de linhagens com silenciamento de LINC00890. (A) Esquema representativo

KO
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do gene LINC00890, a posicéao relativa dos gRNAs e oligos para PCR teste e os tamanhos esperados
dos amplicons. (B) Esquema representativo dos procedimentos de transfeccéo e selecéo de clones, e
gel de agarose ilustrando a PCR (1LF+1LR) da triagem de eficiéncia dos pares de gRNAs. A flecha
indica a amplificagdo do fragmento esperado de 514 pb. Imagens dos géis de agarose ilustrando a
amplificacdo dos fragmentos de KO (514 pb) e WT (780 pb) nos clones e subclones derivados da
linhagem (C) H1 e (D) PLZ. 1kb, marcador de tamanho em pb. NO, controle negativo. Cada coluna do
gel representa a PCR de um clone, numerados na parte superior. KO, amplificagédo do fragmento apés
a delecdo usando os oligos 1LF e 1LR. WT, amplificacdo do fragmento interno do gene usando 0s
oligos 3LF e 3LR. As flechas vermelhas indicam os clones que foram subclonados e os subclones

escolhidos.
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Para facilitar a triagem de inimeros clones, as PCRs foram feitas usando DNA
extraido através da fervura das células em agua (vide item 6.2.3). Uma vez que 0s
clones H1 8.16 LINC KO e PLZ 4.7 LINC KO foram escolhidos, e para garantir uma
PCR mais sensivel, o DNA gendmico dos clones foi extraido usando um kit e as PCRs
teste foram repetidas. Desta vez, o clone H1 8.16 apresentou amplificacéo
correspondente a células WT (Figura 7.11A), indicando ainda uma possivel
contaminagdo com essas células. Por isso, decidiu-se seguir com mais uma etapa de
clonagem (sub-subclonagem). Os sub-subclones foram novamente testados por PCR,
assim como os subclones positivos de PLZ clone 4 (Figura 7.10D e dados néo
mostrados), usando DNA genbmico extraido com kit (Figura 7.11B). Os resultados
mostraram que todos os clones testados apresentaram a amplificacdo KO, enquanto
as ceélulas parentais H1 e PLZ foram negativas, como esperado. Com relacdo as duas
reacbes WT, alguns clones ainda apresentaram amplificacdo, entretanto foi possivel
selecionar um clone de cada linhagem que aparentemente parece limpo, indicando
gue, na sua grande maioria, as células da sua populacdo correspondem a células
mutadas KO. Os clones escolhidos foram denominados H1 8.16.10 LINC KO e PLZ
4.7 LINC KO.

A B H1 LINC KO Clone 8.16 subclones | PLZ LINC KO Clone 4 subclones

1

1LF + 1LR
WT 10 kb
KO 514 pb

KO

514bp 780bp 1050bp
1 2 3

2

H1 - células parentais 3LF + 3R
PLZ - células parentais WT 780 pb
16+ - H1 LINC KO clone 8.16 KO -
NO — controle negativo

WT

3

ILF +2LR
WT 1050 pb E
KO-

H1 Clone 8.16.10 LINC KO | I PLZ Clone 4.7 LINC KO

Figura 7.11 Legenda na proxima pégina.

136



Figura 7.11 Selec&o de clones com silenciamento de LINC00890 por delecéo. (A) O clone H1 8.16 foi
testado por PCR usando DNA gendémico extraido com kit. As reacbes KO (1) e WT (2 e 3) estdo
explicadas na figura. (B) Uma nova clonagem foi feita e os sub-subclones de H1 8.16 foram testados
por PCR com DNA extraido com kit, assim como os subclones positivos de PLZ clone 4. Imagens dos
géis de agarose ilustrando a amplificacdo dos fragmentos de KO (514 pb) e WT (780 pb e 1050 bp).
1kb, marcador de tamanho em pb. NO, controle negativo. Cada coluna do gel representa a PCR de um

clone, numerados na parte superior. As flechas vermelhas indicam os clones que foram escolhidos.

Mesmo ap0s diversas etapas de clonagem, os clones selecionados H1 8.16.10
LINC KO e PLZ 4.7 LINC KO mantiveram suas caracteristicas de pluripoténcia,
evidenciado pela morfologia das colénias de células em cultura (Figura 7.12). Ainda,
a delecdo de LINC00890 nao parece afetar tais caracteristicas, indicando que esse

gene nédo parece ser fundamental na manutencéo do estado pluripotente.

H1 parental
PLZ parental

H1 LINC KO 8.16.10
usy
ysy

PLZ LINCKO 4.7

yes
yeL

Figura 7.12 Clones silenciados para LINC00890 mantém o estado pluripotente. Células (A) H1 parental
e clone LINC KO 8.16.10, e (B) PLZ parental e clone LINC KO 4.7 foram fotografadas 48h e 72h ap4s
plaqueamento. A morfologia das colénias com bordas bem delimitadas é uma das caracteristicas
principais de células pluripotentes. Imagens nos aumentos de 4x ou 10x.

7.5Ensaios funcionais com as linhagens H1 LINC KO e PLZ LINC KO

As linhagens que tiveram o gene LINC00890 silenciado foram usadas para
avaliar a participacdo deste na diferenciacdo cardiomiogénica. Um experimento
representativo com cada linhagem foi feito a fim de investigar a expressdo de

LINC00890 ao longo da diferenciacdo e confirmar o silenciamento (Figura 7.13). Na
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linhagem H1 KO, os niveis de expressado de LINC00890 foram muito menores que 0s
das células WT ao longo de toda a diferenciacédo. Por sua vez, a linhagem PLZ KO
apresentou uma pequena expressdo de LINC00890 nos dias 5, 10 e 15 da
diferenciacéo, possivelmente derivada de células WT contaminantes na cultura, mas
que ainda assim representam valores muito mais baixos dos expressos pelas células

WT.

H1 - LINC

0.004 -
- WT
0.003 4

KO
0.002 I I I
0.0011 u u

0.0002 1

Fold of GAPDH

0.0001

0.0000-
DO D1 D2 D3 D4 D5 Dé D7 D8 D9 D10 D15

Dia de diferenciacdo

PLZ - LINC

m W1
I KO
I I e I

o 0.00020 1
S 0.00015-
* 0.00010

0.00005

0.00000

Do D1 D2 D3 D4 D5 D& D7 D8 D9 D10 D15

of GAPDH

Dia de diferenciacdo

Figura 7.13 Expressdo de LINC00890 nas linhagens H1 LINC KO e PLZ LINC KO ao longo da
diferenciacdo cardiomiogénica. Células parentais H1 ou PLZ (WT) foram usadas como controle. A
expressdo foi quantificada por gPCR e os valores estdo expressos relativos ao gene constitutivo

GAPDH. WT, células selvagens parentais. KO, células silenciadas.

Experimentos de diferenciacdo em monocamada independentes foram
realizados com a linhagem H1 LINC KO 8.16.10 e os resultados mostraram que as
células ndo foram capazes de se diferenciar em cardiomiocitos (Figura 7.14A). Células
KO no dia 15 da diferenciacdo nao apresentaram expressao de LINC00890, enquanto
as células H1l parentais (WT) apresentaram, confirmando mais uma vez o
silenciamento (Figura 7.14B). Ainda, as células KO apresentaram niveis de expressao
significativamente mais baixos do que células WT para os genes cardiacos NKX2-5 e
TNNTZ2, indicando a incapacidade de diferenciacdo daquelas em cardiomiocitos
(Figura 7.14C). Por outro lado, o marcador de células musculares lisas, provenientes
dos mesmos progenitores, se mostrou superior nas células KO quando comparadas
com as WT, indicando que o silenciamento de LINCO00890 parece prejudicar
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especificamente a diferenciacéo de cardiomidcitos. O marcador de células endoteliais

VWF ndo apresentou diferencas entre as comparacoes.
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Figura 7.14 Diferenciagdo cardiomiogénica com a linhagem H1 LINC KO. Células no dia 15 da

diferenciacéo foram avaliadas através da (A) imunomarcagdo para NKX2-5 e TNNT2 por citometria de

fluxo e qPCR quanto a expressdo de (B) LINC00890 e (C) marcadores de células derivadas de

progenitores cardiacos: cardiomidcitos, células musculares lisas e endoteliais. Células parentais H1

(WT) foram usadas como controle. A expressdo génica foi quantificada por qPCR e os valores estédo

expressos relativos ao gene constitutivo GAPDH. WT, células selvagens parentais. KO, células

silenciadas.

Frente a incapacidade de diferenciacdo de cardiomiocitos das células LINC KO,

marcadores de pluripoténcia, mesoderme e cardiaco foram seguidos ao longo da

diferenciacdo visando comparar células WT e KO. Células LINC KO, tanto da
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linhagem H1 quanto da linhagem PLZ, apresentaram niveis de expressédo do gene
POU5SF1 (OCT4) semelhantes as células WT, confirmando seu estado pluripotente
(Figura 7.15). Os niveis de expressao do gene T (Brachyury) também se mostraram
bem semelhantes entre as células KO e WT, com o pico esperado no D1, indicando
que as células KO mantiveram a capacidade de diferenciacdo em células
mesodérmicas. O gene EOMES, marcador de mesoderme cardiaca, apresentou
diferencas entre as linhagens H1 LINC KO e PLZ LINC KO. Na linhagem H1, sua
expressao nas células KO foi muito mais baixa do que nao células WT, indicando que
aquelas falharam na formacéo da mesoderme cardiaca. Por outro lado, as células PLZ

KO apresentaram os mesmos niveis de expressao que as WT (Figura 7.15).
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Figura 7.15 Expressao génica de marcadores de pluripoténcia e mesoderme durante a diferenciagédo
cardiaca das linhagens H1 LINC KO e PLZ LINC KO. Células parentais H1 ou PLZ (WT) foram usadas
como controle. A expresséao foi quantificada por gPCR e o0s valores estdo expressos relativos ao gene

constitutivo GAPDH. WT, células selvagens parentais. KO, células silenciadas.

Com relacdo aos marcadores cardiacos, as linhagens H1 LINC KO e PLZ LINC
KO também se comportaram de maneira diferente quando comparadas com seus
pares WT. A linhagem H1 KO apresentou niveis de expressdo muito mais baixos que

as células WT nos genes GATA4, NKX2-5 e TNNTZ2, indicando a incapacidade de
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diferenciagdo em cardiomiécitos (Figura 7.16). Por sua vez, a linhagem PLZ KO
apresentou niveis de expressao similares de GATA4 comparado com ceélulas WT, e
niveis sutiimente menores de NKX2-5 e TNNTZ2, cuja diferenca ficou mais evidente
nos dias finais da diferenciacdo. Apesar disso, ambas as linhagens KO n&o foram
capazes de pulsar espontaneamente em cultura até o dia 15 (Figura 7.16).
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Figura 7.16 Expresséo génica de marcadores cardiacos durante a diferenciagdo cardiaca das linhagens
H1 LINC KO e PLZ LINC KO. Células parentais H1 ou PLZ (WT) foram usadas como controle. (A) A
expressdo foi quantificada por gPCR e os valores estdo expressos relativos ao gene constitutivo
GAPDH. WT, células selvagens parentais. KO, células silenciadas. (B) Imagens representativas da
diferenciacéo cardiomiogénica em monocamada das linhagens H1 e H1 KO LINC 8.16.10, e PLZ e PLZ

KO LINC 4.7. *nao pulsante, células ndo apresentaram pulsacdo espontanea.
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7.6 Analise in silico do gene LINC00890

O mapeio dos dados de RNA-seq descritos no Capitulo | foi analisado
cuidadosamente na regido desse gene, a fim de se identificar um possivel
enriquecimento de reads (leituras) de alguma variante. Sdo anotadas duas variantes
de transcritos para esse gene: ENST00000569275, que abrange os éxons 1,2 e 3; e
ENSTO00000563467, que abrange o éxon 2 e parcialmente os éxons 1 e 3 (Figura 7.19,
painel de baixo). A Figura 7.17 traz o mapeio dos dados de RNA-seq, mostrando que

a variante ENST00000569275 (variante 1) parece ser a mais representativa.

Cromossomo X

22kb

111512 kb 111514 kb 111516 kb 111518 kb 111520 kb 11522 kb 111524 kb
| | | | | | | | | | | 1

- Variante 1
ENST00000569275

S S e e s S T I Genie LINCO0890/SERTM2

CcDs
- ™ Variante 2

ENST00000563467

Figura 7.17 Mapeio dos dados de RNA-seq na regido do gene LINCO0890/SERTM2. A CDS predita
esté indicada em vermelho. Esse gene possui duas variantes de splicing anotadas: ENST00000569275
e ENST00000563467.

Ainda, a analise de genes ortologos para o gene LINC00890 humano foi feita,
a fim de se identificar similaridades de sequéncia com outros organismos.
Recentemente, o IncRNA LINC00890 foi anotado como um gene codificante de
proteina e renomeado para SERTM2 (NCBI: NM_001354473.1). Utilizando a
ferramenta BLAST (blastn, NCBI) e a sequéncia nucleotidica de LINCO0890/SERTM2
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(NM_001354473.1) como referéncia, os alinhamentos que apresentaram maior
similaridade estdo mostrados na Tabela 7.1. As sequéncias de vertebrados nao-
mamiferos (Python bivittatus e Gallus gallus) e da proteina homdéloga SERTML1,
conforme Tabela 7.1, foram incluidas na andlise filogenética como comparativos. A
ferramenta online CLUSTAL Omega (multiple sequence aligment) foi usada para gerar
a arvore filogenética que mostra a relacdo entre os organismos, a partir do
alinhamento das sequéncias citadas anteriormente (Figura 7.18).

Observou-se maior identidade e cobertura (QC) em espécies de primatas nao-
humanos, e maior conservacao entre os mamiferos. Os mamiferos de pequeno porte
e modelos murinos Rattus norvegicus e Mus musculus apresentaram baixa cobertura
da sequéncia, com alta identidade, indicando que apenas uma peguena por¢ao do

transcrito de RNA humano é similar nesses organismos.

SERTM1Mus_musculus 0.20356 Cromossomo 3
_‘E SERTM1Homo_sapiens 0.18163 Cromossomo13 | SERTM1
SERTM1Danio_rerio 0.24945  Cromossomo 10 -
Python_bivittatus 0.04392 Cromossomo desconhecido
I Gallus_gallus 0.19521 €romossomo 4
— Rattus_norvegicus 0.05924
—] | S Mus_musculus 0.05552

Bos_taurus 0.06779 SERTM2
I—: Sus_scrofa 0.05595
 — Canis_lupus_familiaris 0.08214
Pan_troglodytes 0.00234
l—{: Pan_paniscus 0.00224
 — Homo_sapiens 0.00199
Gorilla_gorilla 0.00496

Figura 7.18 Arvore filogenética relacionando os organismos de acordo com a sequéncia de RNA de
SERTM2. O alinhamento e geracdo da arvore filogenética foram feitos pela ferramenta CLUSTAL
Omega, usando as sequéncias listadas na Tabela 7.1. Arvore filogenética sem correcdo de distancia.
Os genes estao localizados no cromossomo X, ou conforme indicado. Sequéncias da proteina
homodloga SERTML1 foram usadas como referéncias externas para enraizar a arvore. A faixa azul indica

0s organismos mamiferos e sua relagdo mais direta quanto a conservacao de SERTM2.
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Tabela 7.1 Andlise comparativa de sequéncias nucleotidicas de diferentes organismos quanto a
similaridade com o gene LINCO0890/SERTM2 humano. QC, query coverage (cobertura da sequéncia

de referéncia). Identity, identidade. *A sequéncia de SERTM2 humana foi usada como

referéncia.(Continua na préxima pagina)

NUmero de acesso
NCBI

Organismo

Nome do gene

QC

Identity

NM_001354473.1

Homo sapiens

Homo sapiens serine rich and
transmembrane domain containing 2
(SERTM2), mRNA

NM_001354555.1

Rattus
norvegicus

serine rich and transmembrane
domain containing 2 (Sertm?2)

8%

88%

NM_001354493.1

Mus musculus

RIKEN cDNA A730046J19 gene
(A730046J19Rik)

8%

89%

NM_001354520.1

Bos taurus

serine rich and transmembrane
domain containing 2 (SERTM2)

54%

81%

NM_001354500.1

Sus scrofa

serine rich and transmembrane
domain containing 2 (SERTM2)

96%

82%

XM_022416152.1

Canis
familiaris

lupus

PREDICTED:serine rich and
transmembrane domain containing 2
(SERTM2)

98%

80%

XM_024353198.1

Pan troglodytes

PREDICTED: serine-rich and
transmembrane  domain-containing
protein 1-like (LOC100608658)

99%

99%

XM_024927345.1

Pan paniscus

PREDICTED: serine rich and
transmembrane domain containing 2
(SERTM2)

99%

99%

XR_177245.1

Gorilla gorilla

PREDICTED:
LOC101143763
ncRNA

uncharacterized
(LOC101143763),

99%

99%

XM_025164577.1

Python bivittatus

transmembrane
(SERTM2),

rich and
containing?2

serine
domain
mMRNA

XM_025150255.1

Gallus gallus

serine rich and transmembrane
domain containing 2 (SERTM2),
mMRNA

XM_001344969.6

Danio rerio

serine rich and transmembrane
domain containing 1 (sertm1), mRNA

NM_177854.4

Mus musculus

serine rich and transmembrane
domain containing 1 (Sertm1), mRNA

NM_203451.2

Homo sapiens

serine rich and transmembrane
domain containing 1 (SERTM1),
mMRNA
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Uma vez que o IncRNA LINC00890 foi anotado recentemente como um gene
codificante de proteina e a fim de verificar a similaridade da porcdo predita como
codificante, o alinhamento foi refeito, considerando a sequéncia proteica apenas de
mamiferos (Figura 7.19). Observou-se alta similaridade entre os organismos
analisados, indicando uma alta conservacédo na sequéncia da proteina. Ainda, se nota
maior identidade com primatas ndo-humanos. Interessantemente, a identidade com
ratos e camundongos foi alta, correspondendo a identidade observada na andlise
anterior, mas agora com 100% de cobertura. Os apenas 8% de cobertura da
sequéncia nucleotidica observados anteriormente (anélise do mRNA) correspondem
justamente a essa regido codificante, indicando a conservacgao entre as espécies. A
alta identidade observada na sequéncia codificante é possivelmente o motivo da re-
anotacao do gene LINCO0890/SERTM2 como codificante.

Rattus_norvegicus 0.01123
]—: Mus_musculus 0.02247

L Bos_taurus 0

Homo_sapiens -0.0003
4,—: Pan_troglodytes 0.0003
Pan_paniscus -0.00017

Loxodonta_africana -0.00013
Canis_lupus_ 0.01108
Sus_scrofa 0

CLUSTAL Qmega(l.2.4) multiple sequence alignment

Ratt.us_norvegicus ~MTEVHFKYHGNLTGRAHFPTLATEVDTTADKYSNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKEVISPIT-ESTESVPQFTDVEMQSRIPTP 89
Mus_musculus -MTEVLFKYHGNLTGRAHFPTLATEADTTSDKYSNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKHVISPIT-ESTESVPQFTDVEMQSRIPTP 89
Homo_s apiens -MMEAHFKYHGNLTGRAHFPTLATEVDTSSDKYSNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKHVISPINSDSTESVPQFTDVEMQSRIPTP S0
Pan_troglodytes --MEAHFKYHGNLTGRAHFPTLATEVDTSSDKYSNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKEVISPINSDSTESVPQFTDVEMQSRIPTP 89
Pan_paniscus -MMEAHFKYHGNLTGRAHFPTLATEVDTSSDKYSNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKEVISPINSDSTESVPQFTDVEMQSRIPTP S0
Canis_lupus_ —~MTEVHFKYHGNLTGRAHFPTLATEVDNTSDKYSNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKHVISPITSESTESVPQFTDVEMQSRIPTP 90
Loxodonta_africana MMTEAHFKYHGNLTGRAHFPTLATEVDTTSDKYSNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKHVISPITSESTESVPQFTDVEMQSRIPTP 91
Bos_taurus -MTEVHFKYHGNLTGRAHFPTLATEVDTTSDKY SNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKEVISPITSESTESVPQFTDVEMQSRIPTP 90
Sus_scrofa —MTEVHFKIHG\JLTGRAHFPTJ_‘ATMVDTTSDK& SNLYMYVGLFLSLLAILLILLFTMLLR LKFVISPITSESTESVPQFTDVE"’QSRIPTP 90

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, FEEEEE A A AR TR A A A AR

Figura 7.19 Arvore fllogenetlca e alinhamento das sequéncias proteicas de SERTM2 em diferentes
mamiferos. Ambos foram gerados pela ferramenta CLUSTAL Omega. Arvore filogenética sem correcéo
de distancia. Asteriscos (*) representam conservacdo do aminoacido em todos oS organismos

analisados.

A plataforma de banco de dados Ensembl traz 33 espécies anotadas que
possuem ortdlogos de SERTM2 humano em nivel proteico, considerando 100
espécies entre vertebrados e invertebrados. As 33 espécies pertencem aos mamiferos
placentarios, conforme Tabela 7.2, confirmando a conservacdo desse gene no nivel

da Classe dos mamiferos.
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Tabela 7.2 Nimero de ortélogos de SERTM2, em nivel protéico. Dados da plataforma Ensembl (acesso

17/09/18). Ortologos 1:1, apenas uma copia é encontrada em cada espécie.

Espécies Ortblogos 1:1 Sem ortélogos

Primatas (23 espécies) 17 6
Roedores e es,p§0|es afim 13 11

(24 espécies)

Laurasiatheria (17 espécies)
. : . 3 14
Carnivoros, ungulados e insetivoros

Mamiferos pl,acfentarlos 33 36

(69 espécies)

Sauropsida (7 espécies)

o 0 7

Aves e répteis
Peixes (11 espécies) 0 11
Todos (100 espécies) 33 67

Incluindo invertebrados

Apesar de alguns indicios in silico de conservacdo da possivel porcéo
codificante de LINC00890, mais dados sdo necessarios para que se possa inferir
sobre sua funcéo, e essa investigacdo esta prevista como uma perspectiva futura

deste trabalho.

7.7 Perspectivas para a analise do gene LINC00890

Ensaios funcionais com as linhagens H1 iLINC, PLZ iLINC e H1 LINC-mut estéo
previstas para a continuidade deste trabalho. A linhagem iLINC-mut vai ser utilizada
em experimentos de diferenciacdo cardiaca a fim de se estudar a participar da CDS
putativa do gene LINC00890 no fendtipo observado apds a inducdo da expresséo
desse gene, considerando seu potencial codificante. Além disso, novas linhagens
serdo construidas usando as células H1 LINC KO e PLZ LINC KO e o sistema de
expressao induzida buscando o resgate de fenétipo nas células silenciadas. Analises
in silico do gene LINC00890 também serdo finalizadas, como andlise dos genes
vizinhos e sua expressédo, e possiveis alvos e redes génicas durante a diferenciacao

cardiomiogénica.
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8 DISCUSSAO

Células cardiacas derivadas in vitro de células pluripotentes tém o potencial
para serem utilizadas na terapia celular, e também como ferramentas na analise dos
processos do desenvolvimento (MURRY; KELLER, 2008). Estudos de embriologia
utilizando organismos modelo possibilitaram o entendimento sobre a diferenciacéo
linhagem especifica de CTP, desvendando vias de sinalizagdo capazes de controlar
o desenvolvimento cardiovascular e permitindo a diferenciacdo in vitro de
cardiomiocitos a partir de CTP (KATTMAN et al.,, 2011; KEHAT et al., 2001;
LAFLAMME et al., 2007; MURRY; KELLER, 2008; XU et al., 2002).

No presente trabalho, a andlise de mRNAs associados aos polissomos —
polysome profiling seguido do RNA-seq - foi feita em diferentes pontos da
diferenciacdo cardiaca: desde as células indiferenciadas pluripotentes até
cardiomidcitos pulsantes. A expressdo de marcadores ao longo da diferenciacéo foi
analisada e controles técnicos foram feitos a fim de garantir a qualidade dos dados
gerados (Capitulo ). Essa abordagem proporcionou a obtencdo de importantes
informacdes com relacao a expressao génica durante a diferenciacéo cardiomiogénica
de CTP, que puderam ser usadas na investigacdo de possiveis mecanismos pos-
transcricionais (Capitulo Il). Os RNAs associados aos polissomos mostraram que
podem ilustrar a expressdo génica durante o comprometimento a linhagem cardiaca,
e a determinacao do fendtipo cardiovascular tem influéncia massiva da regulacéo pos-
transcricional.

Os dados de RNA-seq também possibilitaram a escolha de alguns genes
candidatos na participagcdo da diferenciagdo cardiomiogénica: RXRG, SHISAS3,
CSDC2 e o IncRNA LINCO00890. Linhagens de super expressdo induzida com
doxiciclina foram criadas para serem usadas como ferramentas na investigacdo da
atuacao de tais genes na diferenciagéo (Figuras 5.4 e 7.2). Essas linhagens de super
expressao foram derivadas das linhagens de hESC H1 e iPSC PLZ e se mantiveram
estaveis em cultura, mantendo o estado pluripotente (Figuras 5.6 e 7.3), 0 que
possibilitou sua utilizacdo nos ensaios de diferenciacdo propostos. Além disso, a
inducdo com doxiciclina e, portanto, a super expresséo dos genes em estudo, também
foi capaz de manter a pluripoténcia das células, indicando que tais genes ndo parecem

participar da saida do estado pluripotente.
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O gene RXRG foi escolhido uma vez que teve a expressao aumentada ao longo
da diferenciacdo. Os receptores de acido retindico (RARs e RXRs) atuam como
heterodimeros, ligando-se a elementos responsivos no DNA e desencadeando a
transcricdo de genes (KREZEL et al.,, 1996; MANGELSDORF et al.,, 1992). A
sinalizagdo por &cido retindico participa do desenvolvimento embrionério e cardiaco
(revisado por STEFANOVIC; ZAFFRAN, 2017) e sua modulacéo ja foi mostrada como
participante da inducéo de células cardiacas atriais (DEVALLA et al., 2015; LEE et al.,
2017; XAVIER-NETO et al., 1999; ZHANG et al., 2011). Ainda, os receptores RXRs
também podem formar heterodimeros com outros receptores nucleares, permitindo
sua atuacado em diferentes vias de sinalizacdo, como com os receptores de hormdnio
de tiredide (TRs), receptores ativados por proliferador de peroxissomos (PPARS) e
receptores de vitamina D (VDRs) (TALLAFUSS et al., 2006). A expressédo de RXRG
ja foi documentada durante a diferenciacao de cardiomidcitos a partir de CTP (LIU et
al., 2017b; XU et al., 2009) e também ja foi diretamente associada a via de sinalizacao
de PPAR (XU et al., 2009). Essa via € importante reguladora do metabolismo de
acidos graxos em tecidos com alta taxa de oxidacdo desses compostos, como o do
coracao. Os heterodimeros PPARa/RXRs regulam a expresséo de genes envolvidos
na ativacao e na oxidacao de acidos graxos, e na internalizacéo de acidos graxos pela
mitocondria (LOPASCHUK; JASWAL, 2010). Diante disso, hipotetizou-se sobre a
atuacao da expressao de RXRG durante o processo de diferenciagdo cardiaca e como
ela poderia influenciar a identidade dos cardiomiécitos e/ou 0 metabolismo celular, por
exemplo. Dois clones da linhagem criada H1 iRXRG foram testados no protocolo de
diferenciacdo cardiaca, porém nao foram capazes de gerar cardiomiécitos
eficientemente (Figura 5.7). Por este motivo, a investigacdo da participagao de RXRG
na diferenciacdo cardiaca foi interrompida. Alguns indicios nos experimentos
realizados levaram a crer que realmente haja algum efeito na expressao de RXRG e
gue a investigacao deveria ser continuada em um momento oportuno.

Outro gene selecionado para a investigacao durante a diferenciagcéo
cardiomiogénica foi o SHISA3. Estudos em Xenopus sp (YAMAMOTO et al., 2005) e
camundongos (FURUSHIMA et al., 2007) identificaram o papel de SHISA3 como
antagonista das vias Wnt e FGF. Mais recentemente, um estudo prop0s a atuacao de
SHISA3 como supressor tumoral, usando como modelo células humanas tumorais de
pulméo (CHEN et al.,, 2014). SHISA3 atuaria interagindo com os receptores WNT
Frizzled (FZD) no reticulo endoplasmatico, inibindo seu transporte até a membrana.

Desta maneira, regularia negativamente a via Wnt, uma vez que seu receptor nao
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estaria disponivel na superficie da célula. A via de sinalizacdo Wnt é essencial e
cuidadosamente controlada durante a diferenciacdo cardiomiogénica (KWON et al.,
2007; LINDSLEY et al., 2006). Por isso, hipotetizou-se que SHISA3 poderia ter um
papel na regulacdo da via Wnt durante a cardiomiogénese e, portanto, ensaios de
diferenciacdo cardiaca com as células da linhagem H1 iSHISA3 foram realizados.

A reducéo sutil observada na porcentagem de cardiomiocitos nas populacdes
gue tiveram a expressdao de SHISA3 induzida entre os dias 0-1 da diferenciacéo
(Figura 5.8 C) poderia indicar um efeito desfavoravel a diferenciacéo, possivelmente
pela inibicdo de Wnt no inicio da diferenciacdo. Entretanto, mais dados séo
necessarios para confirmar tal efeito. Por outro lado, a inibicdo de Wnt néo foi
observada apés a inducdo de SHISA3 no dia 3 da diferenciacéo, ilustrada pela falha
na recuperacdo da eficiéncia da diferenciagdo apos a retirada do inibidor XAV939
(Figura 5.8 D e E). O protocolo de diferenciagdo utilizado nesses experimentos foi o
em monocamada, que funciona através da ativacdo de Wnt no dia 1, com o0 composto
CHIR9921; e da inibicdo de Wnt no dia 3, com o composto XAV939 (Figura 1.4). A
atuacao de CHIR9921 se da pela inibicdo de GSK3 no complexo de degradacédo de
B-catenina, em um mecanismo independente dos receptores FDZ. Da mesma
maneira, a atuacao de XAV939 é independente dos receptores FDZ uma vez que atua
estabilizando a axina (também componente do complexo de degradacdo de [3-
catenina) através do bloqueio da poli-ADP-ribosilacdo pelas enzimas tanquirase 1 e
2. Por este motivo, 0 modelo de diferenciac&o utilizando esses compostos talvez nao
seja 0 mais adequado para se investigar o papel de SHISA3, uma vez que a acéo
altamente especifica daqueles se sobreponha a qualquer tipo de interferéncia que
SHISA3 possa fazer na via Wnt.

O gene CSDC2 se mostrou especificamente expresso nas células ja
comprometidas a linhagem cardiaca a partir do dia 9 (Figura 5.3). Proteinas da familia
das cold shock (do inglés, choque térmico) estao envolvidas na regulacdo de RNAs e
na regulacdo poés-transcricional da expressdo génica. As sequéncias reconhecidas
pelo dominio CSD (cold shock domain) sédo muito variaveis, resultando em um amplo
repertério de RNA alvos (MIHAILOVICH et al., 2010). Uma proteina da familia CSD, a
YB-1, parece estar envolvida na patologia da disfuncdo cardiaca pés-implante. A
fibrose perivascular e intersticial sdo componentes importantes dessa disfuncéo, e a
expressao de novo de a-SMA (codificada pelo gene ACTA2) em fibroblastos cardiacos
€ um indicativo da resposta ao estresse mecanico e remodelamento do tecido atraves

da deposicdo de colageno. YB-1 se liga ao mRNA de ACTA2 e regula a eficiéncia
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traducional. Portanto, mudancas na localizag&o sub celular e afinidade de ligacdo ao
RNA das isoformas de YB-1 parecem estar diretamente relacionadas a disfuncéo
cardiaca pos-implante (DAVID et al., 2012).

Frente a grande influéncia da regulagdo pds-transcricional durante a
diferenciacéo cardiaca (Capitulo Il) e o interesse do grupo de pesquisa na regulacao
de RNAs, a CSDC2 foi escolhida para ter seu papel investigado. A CSDC2, também
conhecida como PIPPIn, foi descrita apenas em tecido cerebral de murinos (NASTASI
et al., 1999), e ja demonstrou-se a importancia dos trés dominios putativos de ligacao
ao RNA (PIP1, PIP2 e CSD) para a capacidade de ligagdo ao RNA (RAIMONDI et al.,
2003). A inducéo de CSDC2 entre os dias 7 e 10 da diferenciacdo proporcionou um
aumento significativo na expressdo de marcadores cardiacos, enquanto os genes
marcadores de células musculares lisas e endoteliais (ACTA2 e VWF) ndo tiveram
sua expressao alterada (Figura 5.9). Esses resultados indicam uma possivel atuacdo
do gene CSDC2 em promover a diferenciagao cardiaca, contribuindo na diferenciacao
de cardiomidécitos. Experimentos e analises complementares precisam ser realizados
a fim de se inferir sobre 0s mecanismos que regem a atuagdo de CSDC2 na
diferenciacé@o de cardiomidcitos. Nesse sentido, a linhagem H1 iCSDC2-del foi criada
e possibilitara avaliar a participacdo dos motivos de ligacdo ao RNA da proteina
codificada por esse gene. Os experimentos de diferenciacdo cardiaca com essas
células ainda nao foram realizados e estdo nas perspectivas do grupo.

Os RNAs néao-codificantes longos (IncRNAs), caracterizados por serem
maiores que 200 nucleotideos e ndo serem traduzidos em proteinas (PIRCHER;
GEBETSBERGER; POLACEK, 2014), representam um grupo de transcritos que tém
sido amplamente estudados e suas fun¢des tém ganhado destaque em diversos
processos biolégicos (BUNCH, 2018). Na ultima década, trabalhos vém demonstrando
o potencial dos IncRNAs em participar da regulacdo da expressdo génica em
diferentes niveis, incluindo a organizacdo da cromatina, a regulacéo transcricional e
também em processos poés-transcricionais (ANGRAND et al., 2015). Além disso, os
IncRNAs podem contribuir para a especificagdo da identidade celular (revisado por
LOPEZ-PAJARES, 2016), incluindo a diferenciacéo cardiomiogénica.

Os dados de RNA-seq descritos no Capitulo | também possibilitaram a anélise
de IncRNAs expressos nos diferentes estagios da cardiomiogénese de CTP (Capitulo
IV). Os resultados mostraram que o0s INCRNAs possuem um padrdao de expresséo
temporal ao longo da diferenciacdo cardiaca, tanto os IncRNAs da fracéo livre quanto

0s associados aos polissomos. Estes ultimos levantam hipdteses interessantes
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quanto ao papel que esses transcritos poderiam estar exercendo, uma vez que
supostamente ndo sao traduzidos em proteinas. A fim de melhor investigar a influéncia
dos IncRNAs na diferenciacdo celular e buscar desvendar funcdes especificas de
IncRNAs individuais, o gene LINC00890 foi escolhido para avaliagdo funcional na
cardiomiogénese.

O IncRNA LINCO00890 se apresentou expresso em progenitores cardiacos (D9)
e teve a expressao reduzida em cardiomidcitos (D15) (Figura 7.1). Ndo ha nenhuma
informacgé&o na literatura com relacéo a sua funcédo, apenas dados de expressao em
diferentes tecidos adultos humanos, os quais mostram a expressao de LINC00890 em
endométrio e prostata (FAGERBERG et al., 2014). O LINC00890 apareceu associado
aos polissomos nos nossos dados de RNA-seq, indicando um possivel papel na
regulacdo da traducdo de mRNAs ou até mesmo como codificante de peptideos.
Recentemente, uma CDS putativa foi anotada na sequéncia de LINCO00890 e
chamada de SERTM2 (serine rich and transmembrane domain containing 2). A
sequéncia proteica de SERTM2 possui alta similaridade com sequéncias de outros
organismos (Figura 7.18), principalmente mamiferos, indicando a conservacéo dessa
sequéncia e um possivel papel biolégico ainda ndo descrito.

Os experimentos de diferenciacdo cardiaca com a linhagem H1 ILINC
mostraram que o LINC00890 parece agir de alguma maneira nesse processo, fato
evidenciado tanto pela redugéo de cardiomiécitos quando o gene foi induzido durante
toda a diferenciagcdo (DO0-15) (Figura 7.4), quanto pelo aumento de marcadores
cardiacos quando foi induzido na etapa de progenitores (D5-10) (Figura 7.5). Essas
evidéncias suportaram a hipotese de que o gene LINC00890 poderia atuar de
diferentes maneiras em momentos distintos da diferenciac&o: (1) como um inibidor da
formacado de mesoderme cardiaca no inicio da diferenciacdo e (2) promovendo a
diferenciacdo com favorecimento de cardiomidcitos atriais a partir de progenitores
cardiacos. A segunda parte da hipotese comecou a ser testada e os resultados
indicaram um aumento em alguns marcadores cardiacos, aumento na frequéncia de
batimentos e aumento no niumero de células atriais apos a indugéo da expresséo de
LINCO0890 entre D5-10. Ensaios moleculares isolados ndo sao suficientes para
confirmar a identidade de cardiomidcitos, enquanto os ensaios funcionais representam
abordagens mais precisas (MUMMERY et al., 2012). Apenas o marcador de células
atriais MYL7 se mostrou significativamente aumentado nas ceélulas induzidas (DOX
D5-10) (Figura 7.6), entretanto, ensaios funcionais de eletrofisiologia identificaram um

maior numero de células atriais apés a inducdo com doxiciclina (Figura 7.9).
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Cardiomidécitos induzidos DOX D5-10 também apresentaram maior frequéncia de
batimentos (Figura 7.8), corroborando com dados de que cardiomidcitos induzidos
com acido retindico e que apresentaram diversas caracteristicas atriais, apresentaram
aumento na frequéncia de batimentos (DEVALLA et al., 2015; LEE et al., 2017). Em
conjunto, esses resultados indicam um possivel papel do LINC00890 na determinacao
da identidade de cardiomiocitos.

As células ventriculares diferenciadas sob inducdo de doxiciclina D5-10
também apresentaram diferencas em alguns parametros eletrofisiologicos. A duracéo
do potencial de acdo em 90% de repolarizacdo (APD90), a inclinagdo maxima do traco
ascendente do potencial de acao (dV/dtmax) e a amplitude do potencial de acao (Amp)
se mostraram aumentadas nessas células quando comparadas com as células
controle sem inducgé&o (Figura 7.9). O aumento nesses parametros ja foi documentado
quando cardiomiocitos foram cultivados por mais tempo, indicando a maturagao
funcional dessas células (BEN-ARI et al., 2016; LUNDY et al., 2013). Esses resultados
indicam, entdo, que os cardiomiécitos ventriculares diferenciados apds a inducédo de
LINC00890 entre os dias 5-10 da diferenciagdo apresentaram indicios de maior
maturacdo quando comparados com as células controle sem inducdo e que o
LINC00890 poderia exercer um papel na maturacdo de cardiomidcitos.

Por sua vez, o silenciamento de LINC0O0890 mostrou resultados interessantes
quanto a diferenciacéo cardiomiogénica. Ambas a linhagens silenciadas H1 LINC KO
e PLZ LINC KO continuaram com suas caracteristicas pluripotentes, indicando que
LINC00890 nao é essencial na manutencéo do estado pluripotente de células-tronco.
A estratégia de silenciamento utilizada nesse estudo propds a delecdo completa do
gene LINC00890. Por este motivo, esperava-se a expressao nula desse gene ao longo
de toda a diferenciacdo cardiaca nas células identificadas como silenciadas. A
linhagem PLZ LINC KO apresentou niveis de expresséo de LINC00890 nos dias 5, 10
e 15 da diferenciacdo, mas que ainda representaram valores muito mais baixos dos
expressos pelas células WT. Essa pequena expressado detectada possivelmente é
derivada de células WT contaminantes na cultura, visto que o método de selecao
clonal ndo é completamente eficiente. Tais células contaminantes podem interferir na
interpretacdo dos resultados, os quais devem ser analisados com muita cautela. A
linhagem PLZ LINC KO, quando diferenciada a cardiomiécitos, mostrou a expressao
de marcadores cardiacos precoces, como EOMES e GATAA4. Isso indicaria o inicio do
comprometimento dessas células a linhagem cardiaca, com as possibilidades de

interferéncia das células WT ou de nao-interferéncia do silenciamento de LINC00890
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nessa etapa. Por outro lado, os marcadores cardiacos tardios NKX2-5 e TNNT2 se
mostraram reduzidos nas células KO, assim como a auséncia de batimentos
espontaneos, indicando certo grau de reducao de eficiéncia de diferenciacdo. Esse
experimento foi feito em apenas uma réplica, e necessita de mais dados para maiores
conclusdes.

Por sua vez, células da linhagem H1 LINC KO, quando submetidas a
diferenciacdo cardiomiogénica, ndo foram capazes de se diferenciar em
cardiomiécitos em trés réplicas experimentais (Figura 7.14). Os marcadores cardiacos
precoces e tardios apresentaram niveis de expressao muito mais baixos quando
comparados aos das células WT. Apesar da diferenciacdo cardiaca final ter sido
comprometida nessas células, a diferenciacao até o estagio de mesoderme aconteceu
normalmente, indicada pela expressdo do marcador de células mesodermais T, que
foi similar entre as células WT e KO. Com relagéo a diferenciacédo de outras células
derivadas de progenitores cardiacos, avaliamos a expressdao do gene ACTAZ2,
marcador de células musculares lisas, o qual apresentou maior expressao nas células
KO, indicando que possivelmente o silenciamento de LINCO0890 parece prejudicar
especificamente a diferenciacdo de cardiomiécitos e ndo de outros derivados dos
mesmos progenitores. Interessantemente, nas células da linhagem H1 iLINC quando
diferenciadas a cardiomidcitos e com a expressao de LINC00890 induzida (D5-10), a
expressao do gene ACTA2 se mostrou reduzida (Figura 7.5), indicando nesse caso
um favorecimento de cardiomidcitos a partir dos progenitores cardiacos. Em conjunto,
esses dados apontam para uma possivel funcdo de LINC00890 na diferenciacao
especifica de cardiomidécitos.

Recentemente, a participagédo do IncRNA chamado de linc1405 foi revelada em
células murinas (GUO et al., 2018). O éxon 2 do linc1405 especificamente se liga e
forma um complexo com o fator de transcricdo Eomes e os fatores de modificacéo de
histonas WDR5 e GCN5. Tal complexo se associa a uma regido enhancer do gene
Mespl controlando sua transcricdo e o comprometimento cardiaco. Esse exemplo,
juntamente com os IncRNAs Braveheart (KLATTENHOFF et al.,, 2013) e Fendrr
(GROTE et al., 2013) em murinos, e CARMEM (OUNZAIN et al., 2015) e HBL1 (LIU
et al., 2017a) em humanos, demonstram o grande potencial que os IncRNAs tém na
regulacdo dos processos de desenvolvimento cardiaco. A principal atuacdo desses
INcRNASs ja& descritos envolve a regulacédo epigenética e interferéncia na transcricdo

dos genes alvo. No caso do LINC00890, nossa hipdtese estaria relacionada a
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regulacdo a nivel pos-transcricional, uma vez que ele foi identificado associado aos
polissomos.

A associacdo de IncRNAs com ribossomos ja foi documentada (CARLEVARO-
FITA et al., 2016; DALLAGIOVANNA et al., 2017; INGOLIA; LAREAU; WEISSMAN,
2011; VAN HEESCH et al., 2014), e pode indicar o papel dessas moléculas outro que
o de codificacdo de proteinas. Poderiam estar atuando na regulacdo da velocidade e
especificidade da maquinaria de traducao ou pareando e regulando especificamente
MRNAs, como no splicing, no transporte e na degradacdo (ANGRAND et al., 2015;
KARAPETYAN et al.,, 2013; PIRCHER; GEBETSBERGER; POLACEK, 2014). O
INcRNA chamado TINCR (terminal differentiation-induced ncRNA) foi identificado
como regulador da diferenciacdo epidermal em células humanas, atuando por
mecanismos pos-transcricionais (KRETZ et al., 2013). A deficiéncia de TINCR impediu
a diferenciacdo terminal da ultraestrutura da epiderme. Foi demonstrado sua interacao
com diversos mRNAs relacionados a diferenciacdo, através de um motivo especifico
na sequéncia de TINCR. TINCR formava, entdo, um complexo com a proteina de
decaimento de RNA STAU-1 e mediava a estabilizagéo de seus mRNAs alvo (KRETZ
et al., 2013).

Os resultados que obtivemos até 0 momento mostram que o LINC00890 atua
de alguma maneira interferindo na diferenciacao de cardiomiocitos. Sua expressao no
estagio de progenitores cardiacos parece ajudar na determinacdo do subtipo de
cardiomiécitos e na maturacdo dos mesmos. Ainda, sua expressao se mostrou
essencial durante a diferenciacéo cardiaca, uma vez que as ceélulas silenciadas foram
incapazes de diferenciar. Experimentos adicionais precisam ser realizados para que
se possa inferir sobre o0 mecanismo que o LINC0O0890 esteja atuando na
diferenciacdo, e se possa esclarecer a importancia dele na cardiomiogénese. As
perspectivas deste trabalho incluem a avaliacdo da funcdo da CDS putativa na
sequéncia de LINCO00890, a caracterizacdo dos mutantes a nivel molecular e a

inferéncia sobre as redes génicas nas quais LINC00890 poderia estar atuando.
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9 CONCLUSOES

Neste trabalho, o0 RNA-seq das fracdes de RNA livres e associados aos
polissomos ao longo da diferenciacéo cardiomiogénica permitiu uma anélise global —
Capitulos 1l e 1V, e uma andlise pontual de genes através da escolha de candidatos a
participantes da diferenciacdo — Capitulos Il e V. A técnica de polysome profiling e a
comparacao dos RNAs livres e associados aos polissomos possibilitaram a inferéncia
sobre a crucial participacdo da regulacdo pds-transcricional na diferenciacdo
cardiomiogénica, agindo nos genes codificantes e também em genes néo-
codificantes.

O obijetivo inicial deste trabalho foi diferenciar CTE humanas a cardiomiécitos
e isolar os RNAs livre e associados aos polissomos. Com o protocolo utilizado,
obtivemos células cerca de 60% cTnT positivas, indicando a eficiéncia da
diferenciacdo em cardiomiécitos. Cinco diferentes pontos durante esse protocolo
foram escolhidos para a analise dos RNAs, 0s quais representam etapas importantes
do desenvolvimento cardiaco: pluripoténcia, sinalizacdo inicial, mesoderme,
progenitores cardiacos e cardiomidcitos. Em cada um desses pontos, a técnica de
polysome profiling foi utilizada e permitiu a identificacdo das fracoes de RNAs livre e
polissomais e o subsequente isolamento desses RNAs. Com isso, pudemos gerar
dados de RNA-seq de alta qualidade, os quais possibilitaram as andlises presentes
nesta Tese.

Os dados de sequenciamento dos RNAs polissomais mostraram a expressao
caracteristica de genes marcadores de desenvolvimento cardiaco, indicando que a
analise desses RNAs pode ilustrar a expressdo génica das células durante o
comprometimento a linhagem cardiaca. Vias de sinalizacdo e processos bioldgicos
envolvidos com o desenvolvimento embrionario e com a especializacdo do tecido
cardiaco se mostraram enriquecidos quando os dados de RNA-seq foram analisados
por Ontologia génica, demonstrando que o modelo de diferenciagdo in vitro pode
mimetizar as etapas do desenvolvimento embrionario e servir como uma ferramenta
importante no estudo dos processos moleculares envolvidos.

Também pudemos investigar sobre a importancia da regulacdo pos-
transcricional na expresséo génica durante a diferenciacéo celular, através da analise
e comparacao dos RNAs livres e associados aos polissomos. Essa regulagcédo parece

atuar em um grande numero de RNAs, os quais participam de processos bioldgicos
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variados, como o metabolismo celular e o ciclo celular, além de vias de sinaliza¢do do
desenvolvimento embrionario.

Com a analise dos dados de RNA-seq, pudemos inferir sobre a potencial
participacdo de genes especificos na diferenciacdo cardiaca. Os genes RXRG,
SHISA3 e CSDC2 foram escolhidos para analise funcional, através da contrucéo de
linhagens de superexpressao génica. Estas linhagens foram derivadas da linhagem
de CTE humanas H1 e utilizadas em ensaios de diferenciacdo cardiomiogénica.
Obtivemos resultados promissores com a indugéo da expressao de CSDC2 entre os
dias 7 e 10 do protocolo de diferenciacdo, onde os cardiomidcitos finais mostraram
uma maior expressao de marcadores cardiacos quando comparados com as células
controle. Esse resultado indicou uma possivel atuacdo do gene CSDC2 em promover
a diferenciacdo cardiaca, contribuindo na diferenciacdo e/ou maturacdo de
cardiomidcitos.

Ao analisarmos os IncRNAs ao longo da diferenciacéo cardiaca, observamos
gue um grande numero deles se mostrou expresso diferencialmente entre as etapas
da diferenciacdo. Além disso, também foi possivel identificar a associacao diferencial
de IncRNAs aos polissomos, indicando um potencial papel daqueles como
codificantes de proteinas ou atuantes em processos de regulacdo da traducdo. A
analise funcional de um IncRNA escolhido, o LINC00890, foi iniciada através da
construcdo de linhagens de superexpressao induzida e de silenciamento. Essas
células foram submetidas a diferenciacao cardiaca e mostraram indicios da atuacao
deste INncRNA no compromentimento de CTE a cardiomiécitos. Quando o LINC00890
foi superexpresso entre os dias 5 e 10 do protocolo de diferenciacdo, mais dos
cardiomidcitos derivados mostraram caracteristicas eletrofisiologicas de células
atriais, quando comparados com a condicdo controle. Ainda, células com o
LINC00890 silenciado ndo foram capazes de se diferenciar a cardiomiécitos. Esses
resultados indicaram um possivel papel essencial deste INcCRNA na diferenciacdo de
cardiomidcitos e na determinacdo de seus subtipos.

Em resumo, o presente trabalho mostrou a riqueza dos dados de expressao
génica em larga escala, ilustrando um pouco da complexidade dos processos de
regulacdo durante a diferenciacdo cardiomiogénica, e investigou sobre o papel dos
IncRNAs na diferenciacdo. Muito ainda ha para se explorar nesses dados e continuar
contribuindo na elucidagéo do fascinante processo de diferenciacao celular.
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10 PERSPECTIVAS GERAIS

A rigueza dos dados gerados neste trabalho permitiu o levantamento de
algumas hipéteses que serdo investigadas em trabalhos futuros. Por exemplo,
experimentos adicionais com o gene CSDC2 estdo planejados em um novo projeto de
Doutorado, como mencionado anteriormente. Assim como a continuidade da analise
do gene LINC00890 também estd prevista, a fim de complementar os resultados
apresentados nesta Tese e, por fim, comporem um manuscrito a respeito da avaliacao
funcional deste INcCRNA. Os dados de RNA-seq continuarédo a ser explorados e, sem

davida, servirdo de base para novas hipéteses.

157



11 REFERENCIAS

ADELI, K. Translational control mechanisms in metabolic regulation: critical role of
RNA binding proteins, microRNAs, and cytoplasmic RNA granules. AJP:
Endocrinology and Metabolism, v. 301, n. 6, p. EL051-E1064, 2011.

ANGRAND, P. O. et al. The role of long non-coding RNAs in genome formatting and
expression. Frontiers in Genetics, v. 6, n. APR, p. 1-12, 2015.

ARIF, W.; DATAR, G.; KALSOTRA, A. Intersections of Post-Transcriptional Gene
Regulatory Mechanisms with Intermediary Metabolism. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Gene Regulatory Mechanisms, v. 1860, p. 349-362, 2017.

BARNETT, P.; DEN BOOGAARD, M. VAN; CHRISTOFFELS, V. Localized and
Temporal Gene Regulation in Heart Development. [s.l.] Elsevier Inc., 2012. v. 100

BEN-ARI, M. et al. Developmental changes in electrophysiological characteristics of
human-induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes. Heart Rhythm, v. 13,
n. 12, p. 2379-2387, 2016.

BEN-DAVID, U.; KOPPER, O.; BENVENISTY, N. Expanding the boundaries of
embryonic stem cells. Cell Stem Cell, v. 10, n. 6, p. 666—-677, 2012.

BEQQALLI, A. et al. Genome-Wide Transcriptional Profiling of Human Embryonic Stem
Cells Differentiating to Cardiomyocytes. Stem Cells, v. 24, n. 8, p. 1956-1967, 2006.

BERGMANN, O. et al. Dynamics of Cell Generation and Turnover in the Human Heart.
Cell, v. 161, n. 7, p. 1566-1575, 2015.

BHAGAVATI, S. Stem Cell Therapy: Challenges Ahead. Indian Journal of Pediatrics,
v. 82, n. 3, p. 286-291, 2015.

BLANCO, S. et al. Stem cell function and stress response are controlled by protein
synthesis. Nature, v. 534, n. 7607, p. 335-340, 2016.

BOLLINI, S.; SMART, N.; RILEY, P. R. Resident cardiac progenitor cells: At the heart
of regeneration. Journal of Molecular and Cellular Cardiology, v. 50, n. 2, p. 296—
303, 2011.

BONDUE, A. et al. Mespl acts as a master regulator of multipotent cardiovascular
progenitor specification. Cell Stem Cell, v. 3, n. 1, p. 69-84, 2008.

BOOGERD, C. J. J.; MOORMAN, A. F. M.; BARNETT, P. Protein interactions at the
heart of cardiac chamber formation. Annals of Anatomy, v. 191, n. 6, p. 505-517,
20009.

BOYER, L. A. et al. Core transcriptional regulatory circuitry in human embryonic stem
cells. Cell, v. 122, n. 6, p. 947-956, 2005.

BRADE, T. et al. Embryonic heart progenitors and cardiogenesis. Cold Spring Harb
Perspect Med, v. 3, p. 1-18, 2013.

BRANDENBURG, S. et al. The molecular and functional identities of atrial
cardiomyocytes in health and disease. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular
Cell Research, v. 1863, n. 7, p. 1882-1893, 2016.

BRENGUES, M.; TEIXEIRA, D.; PARKER, R. Movement of eukaryotic mRNAs
between polysomes and cytoplasmic processing bodies. Science, v. 310, n. 5747, p.
486-489, 2005.

158



BRUNEAU, B. G. Signaling and Transcriptional Networks in Heart Development and
Regeneration. Cold Spring Harbor Laboratory Perspectives in Biology, v. 5, 2013.

BUCHAN, J. R. MRNP granules Assembly, function, and connections with disease.
RNA Biology, v. 11, n. 8, p. 1019-1030, 2014.

BUNCH, H. Gene regulation of mammalian long non-coding RNA. Molecular genetics
and genomics : MGG, v. 293, n. 1, p. 1-15, 2018.

BURRIDGE, P. W. et al. Production of de novo cardiomyocytes: Human pluripotent
stem cell differentiation and direct reprogramming. Cell Stem Cell, v. 10, n. 1, p. 16—
28, 2012.

CABILI, M. N. et al. Integrative annotation of human large intergenic noncoding RNAs
reveals global properties and specific subclasses. Genes & Development, v. 25, p.
1915-1927, 2011.

CARLEVARO-FITA, J. et al. Cytoplasmic long noncoding RNAs are frequently bound
to and degraded at ribosomes in human cells. Rna, v. 22, n. 6, p. 867-882, 2016.

CARTHEW, R. W.; SONTHEIMER, E. J. Origins and Mechanisms of miRNAs and
siRNAs. Cell, v. 136, n. 4, p. 642—655, 2009.

CECH, T.R.; STEITZ, J. A. The noncoding RNA revolution - Trashing old rules to forge
new ones. Cell, v. 157, n. 1, p. 77-94, 2014.

CHEN, C. C. et al. Shisa3 is associated with prolonged survival through promoting (-
catenin degradation in lung cancer. American Journal of Respiratory and Critical
Care Medicine, v. 190, n. 4, p. 433444, 2014.

CHORGHADE, S. et al. Poly(A) tail length regulates PABPC1 expression to tune
translation in the heart. eLife, v. 6, p. €24139, 2017.

CHUNG, S. et al. Mitochondrial oxidative metabolism is required for the cardiac
differentiation of stem cells. Nature Clinical Practice Cardiovascular Medicine, v. 4,
n. February, p. S60-S67, 2007.

COLLIER, A. E.; WEK, R. C.; SPANDAU, D. F. Human keratinocyte differentiation
requires translational control by the elF2a kinase GCN2. Journal of Investigative
Dermatology, 2017.

COSTELLO, 1. et al. The T-box transcription factor Eomesodermin acts upstream of
Mesp1l to specify cardiac mesoderm during mouse gastrulation. Nat Cell Biol, v. 13,
n. 9, p. 1084-1091, 2015.

DALLAGIOVANNA, B. et al. IncRNAs are associated with polysomes during adipose-
derived stem cell differentiation. Gene, v. 610, p. 103-111, 2017.

DAVID, J. J. et al. Y-box binding protein-1 implicated in translational control of fetal
myocardial gene expression after cardiac transplant. Experimental Biology and
Medicine, v. 237, n. 5, p. 593-607, 2012.

DE MIGUEL-BERIAIN, I. The ethics of stem cells revisited. Advanced Drug Delivery
Reviews, v. 82, p. 176-180, 2015.

DEN HARTOGH, S. C. et al. A comprehensive gene expression analysis at sequential
stages of in vitro cardiac differentiation from isolated MESP1-expressing-mesoderm
progenitors. Scientific Reports, v. 6, n. 1, 2016.

DEUTSCH, M.-A.; STURZU, A.; WU, S. M. At a crossroad: cell therapy for cardiac
repair. Circulation research, v. 112, n. 6, p. 884-90, mar. 2013.

159



DEVALLA, H. D. et al. Atrial-like cardiomyocytes from human pluripotent stem cells are
a robust preclinical model for assessing atrial-selective pharmacology. EMBO
Molecular Medicine, v. 7, n. 4, p. 394-410, 2015.

DJEBALI, S. et al. Landscape of transcription in human cells. Nature, v. 489, n. 7414,
p. 101-108, 2012.

DUNHAM, I. et al. An integrated encyclopedia of DNA elements in the human genome.
Nature, v. 489, n. 7414, p. 57-74, 2012.

ELLIOTT, D. A. et al. NKX2-5eGFP/w hESCs for isolation of human cardiac
progenitors and cardiomyocytes. Nature Methods, v. 8, n. 12, p. 1037-1040, 2011.

EVANS, S. M. et al. Myocardial lineage development. Circulation Research, v. 107,
n. 12, p. 1428-1444, 2010.

EVSEENKO, D. et al. Mapping the first stages of mesoderm commitment during
differentiation of human embryonic stem cells. PNAS, v. 107, n. 31, p. 13742-13747,
2010.

FAGERBERG, L. et al. Analysis of the Human Tissue-specific Expression by Genome-
wide Integration of Transcriptomics and Antibody-based Proteomics. Molecular &
Cellular Proteomics, v. 13, n. 2, p. 397-406, 2014.

FAYE, M. D.; GRABER, T. E.; HOLCIK, M. Assessment of Selective mRNA Translation
in Mammalian Cells by Polysome Profiling. Journal of Visualized Experiments, n.
92, p. 1-8, 2014.

FUCHS, E.; SEGRE, J. A. Stem cells: a new lease on life. Cell, v. 100, n. 1, p. 143—
155, 2000.

FURUSHIMA, K. et al. Mouse homologues of Shisa antagonistic to Wnt and Fgf
signalings. Developmental Biology, v. 306, n. 2, p. 480-492, 2007.

GAN, L., SCHWENGBERG, S.; DENECKE, B. Transcriptome analysis in
cardiomyocyte-specific differentiation of murine embryonic stem cells reveals
transcriptional regulation network. Gene expression patterns, v. 16, n. 1, p. 8-22, jul.
2014.

GARCIA-RUA, V. et al. Increased expression of fatty-acid and calcium metabolism
genes in failing human heart. PLoS ONE, v. 7, n. 6, p. 5-7, 2012.

GEHRING, N. H.; WAHLE, E.; FISCHER, U. Deciphering the mRNP Code: RNA-
Bound Determinants of Post-Transcriptional Gene Regulation. Trends in
Biochemical Sciences, v. 42, n. 5, p. 369-382, 2017.

GEORGE, V.; COLOMBO, S.; TARGOFF, K. L. An early requirement for nkx2.5
ensures the first and second heart field ventricular identity and cardiac function into
adulthood. Developmental Biology, v. 400, n. 1, p. 10-22, 2015.

GERLITZ, G.; JAGUS, R.; ELROY-STEIN, O. Phosphorylation of initiation factor-2a is
required for activation of internal translation initiation during cell differentiation.
European Journal of Biochemistry, v. 269, n. 11, p. 2810-2819, 2002.

GESSERT, S.; KUHL, M. The multiple phases and faces of Wnt signaling during
cardiac differentiation and development. Circulation Research, v. 107, n. 2, p. 186—
199, 2010.

GROTE, P. etal. The Tissue-Specific IncRNA Fendrr Is an Essential Regulator of Heart
and Body Wall Development in the Mouse. Developmental Cell, v. 24, n. 2, p. 206—
214, 2013.

160



GUIL, S.; ESTELLER, M. RNA-RNA interactions in gene regulation: The coding and
noncoding players. Trends in Biochemical Sciences, v. 40, n. 5, p. 248-256, 2015.

GUO, X. et al. A Linc1405/Eomes Complex Promotes Cardiac Mesoderm Specification
and Cardiogenesis. Cell Stem Cell, v. 22, n. 6, p. 893-908.€6, 2018.

GUTTMAN, M. et al. Ribosome profiling provides evidence that large noncoding RNAs
do not encode proteins. Cell, v. 154, n. 1, p. 240-251, 2013.

HANGAUER, M. J.; VAUGHN, I. W.; MCMANUS, M. T. Pervasive Transcription of the
Human Genome Produces Thousands of Previously Unidentified Long Intergenic
Noncoding RNAs. PLoS Genetics, v. 9, n. 6, 2013.

HELLEN, C. U. T.; SARNOW, P. Internal ribosome entry sites in eukaryotic mRNA
molecules Internal ribosome entry sites in eukaryotic mMRNA molecules. n. 718, p.
1593-1612, 2001.

HERSHEY, J. W. B.; SONENBERG, N.; MATHEWS, M. B. Principles of Translational
Control: An Overview. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, v. 4, n. 12, p.
a011528-a011528, 2012.

HEZRONI, H. et al. Principles of Long Noncoding RNA Evolution Derived from Direct
Comparison of Transcriptomes in 17 Species. Cell Reports, v. 11, n. 7, p. 1110-1122,
2015.

HOCKEMEYER, D. et al. Efficient targeting of expressed and silent genes in human
ESCs and iPSCs using zinc-finger nucleases. Nature Biotechnology, v. 27, n. 9, p.
851-857, 20009.

IGLESIAS-PLATAS, I.; MONK, D. Nongenomic regulation of gene expression. Current
Opinion in Pediatrics, v. 28, n. 4, p. 521-528, 2016.

INGOLIA, N. T.; LAREAU, L. F.; WEISSMAN, J. S. Ribosome profiling of mouse
embryonic stem cells reveals the complexity and dynamics of mammalian proteomes.
Cell, v. 147, n. 4, p. 789-802, 2011.

INOUE, H. et al. iPS cells: a game changer for future medicine. EMBO Journal, v. 33,
n. 5, p. 409-417, 2014.

IVANOQV, P. et al. Angiogenin-Induced tRNA Fragments Inhibit Translation Initiation.
Molecular Cell, v. 43, n. 4, p. 613-623, 2011.

JACKSON, R. J.; HELLEN, C. U. T.; PESTOVA, T. V. The mechanism of eukaryotic
translation initiation and principles of its regulation. Nature reviews. Molecular cell
biology, v. 11, n. 2, p. 113-127, 2010.

JOHNSSON, P. et al. Evolutionary conservation of long non-coding RNAs; Sequence,
structure, function. Biochimica et Biophysica Acta - General Subjects, v. 1840, n.
3, p- 1063-1071, 2014.

JONAS, S.; IZAURRALDE, E. Towards a molecular understanding of microRNA-
mediated gene silencing. Nature reviews. Genetics, v. 16, n. 7, p. 421-433, 2015.

KARAPETYAN, A. R. et al. Regulatory roles for long ncRNA and mRNA. Cancers, v.
5,n. 2, p. 462-490, 2013.

KATTMAN, S. J. et al. Stage-specific optimization of activin/nodal and BMP signaling
promotes cardiac differentiation of mouse and human pluripotent stem cell lines. Cell
Stem Cell, v. 8, n. 2, p. 228-240, 2011.

KEDERSHA, N. et al. Stress granules and processing bodies are dynamically linked

161



sites of MRNP remodeling. Journal of Cell Biology, v. 169, n. 6, p. 871-884, 2005.

KEENE, J. D. RNA regulons: Coordination of post-transcriptional events. Nature
Reviews Genetics, v. 8, n. 7, p. 533-543, 2007.

KEHAT, I. et al. Human embryonic stem cells can differentiate into myocytes with
structural and functional properties of cardiomyocytes. Journal of Clinical
Investigation, v. 108, n. 3, p. 407-414, 2001.

KELEN, K. VAN DER et al. Translational control of eukaryotic gene expression.
Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, v. 44, n. 4, p. 143-168,
2009.

KING, H. A.; GERBER, A. P. Translatome profiling: Methods for genome-scale
analysis of mMRNA translation. Briefings in Functional Genomics, p. 1-10, 2014.

KLATTENHOFF, C. A. et al. Braveheart, a long noncoding RNA required for
cardiovascular lineage commitment. Cell, v. 152, n. 3, p. 570-583, 2013.

KOLLE, G. et al. Deep-transcriptome and ribonome sequencing redefines the
molecular networks of pluripotency and the extracellular space in human embryonic
stem cells. Genome Research, p. 2013-2025, 2014.

KOMILI, S.; SILVER, P. A. Coupling and coordination in gene expression processes:
A systems biology view. Nature Reviews Genetics, v. 9, n. 1, p. 38-48, 2008.

KRETZ, M. et al. Control of somatic tissue differentiation by the long non-coding RNA
TINCR. Nature, v. 493, n. 7431, p. 231-235, 2013.

KREZEL, W. et al. RXR gamma null mice are apparently normal and compound RXR
alpha +/-/RXR beta -/-/RXR gamma -/- mutant mice are viable. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 93, n. August,
p. 9010-9014, 1996.

KRICHEVSKY, A M.; METZER, E.; ROSEN, H. Translational control of specific genes
during differentiation of HL-60 cells. The Journal of biological chemistry, v. 274, n.
20, p. 14295-14305, 1999.

KURIAN, L. et al. Identification of novel long noncoding RNAs underlying vertebrate
cardiovascular development. Circulation, v. 131, n. 14, p. 1278-1290, 2015.

KWON, C. et al. Canonical Wnt signaling is a positive regulator of mammalian cardiac
progenitors. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 104, n. 26, p. 10894-10899, 2007.

LAFLAMME, M. A et al. Cardiomyocytes derived from human embryonic stem cells in
pro-survival factors enhance function of infarcted rat hearts. Nature biotechnology,
v. 25,n. 9, p. 1015-1024, 2007.

LEE, J. H. et al. Human Pluripotent Stem Cell-Derived Atrial and Ventricular
Cardiomyocytes Develop from Distinct Mesoderm Populations. Cell Stem Cell, v. 21,
n. 2, p. 179-194.e4, 2017.

LEWIS, S. E.; KELLY, F. J.; GOLDSPINK, D. F. Pre- and post-natal growth and protein
turnover in smooth muscle, heart and slow- and fast-twitch skeletal muscles of the rat.
The Biochemical journal, v. 217, n. 2, p. 517-526, 1984.

LI, Y.; LIN, B.; YANG, L. Comparative Transcriptomic Analysis of Multiple
Cardiovascular Fates from Embryonic Stem Cells Predicts Novel Regulators in Human
Cardiogenesis. Scientific Reports, v. 5, n. 1, 2015.

LIAN, X. et al. Directed cardiomyocyte differentiation from human pluripotent stem cells

162



by modulating Wnt/B-catenin signaling under fully defined conditions. Nature
Protocols, v. 8, n. 1, p. 162-175, 2012.

LIAO, Y. et al. The Cardiomyocyte RNA-Binding Proteome: Links to Intermediary
Metabolism and Heart Disease. Cell Reports, v. 16, n. 5, p. 1456-1469, 2016.

LIAO, Y.; SMYTH, G. K.; SHI, W. The Subread aligner: Fast, accurate and scalable
read mapping by seed-and-vote. Nucleic Acids Research, v. 41, n. 10, 2013.

LINDSLEY, R. C. et al. Canonical Wnt signaling is required for development of
embryonic stem cell-derived mesoderm. Development, v. 133, n. 19, p. 3787-3796,
2006.

LIU, J. et al. HBL1 Is a Human Long Noncoding RNA that Modulates Cardiomyocyte
Development from Pluripotent Stem Cells by Counteracting MIR1. Developmental
Cell,v. 42, n. 4, p. 333-348.e5, 2017a.

LIU, Q. et al. Genome-Wide Temporal Profiling of Transcriptome and Open Chromatin
of Early Cardiomyocyte Differentiation Derived from hiPSCs and hESCs. Circulation
Research, v. 121, n. 4, p. 376-391, 2017b.

LOH, K. M. M. et al. Mapping the Pairwise Choices Leading from Pluripotency to
Human Bone, Heart, and Other Mesoderm Cell Types. Cell, v. 166, n. 2, p. 451-468,
2016.

LOMBARDO, A. et al. Site-specific integration and tailoring of cassette design for
sustainable gene transfer. Nature Methods, v. 8, n. 10, p. 861-869, 2011.

LOPASCHUK, G. D.; JASWAL, J. S. Energy Metabolic Phenotype of the
Cardiomyocyte During Development, Differentiation, and Postnatal Maturation.
Journal of Cardiovascular Pharmacology, v. 56, n. 2, p. 130-140, 2010.

LOPEZ-PAJARES, V. Long non-coding RNA regulation of gene expression during
differentiation. Pflugers Archiv European Journal of Physiology, v. 468, n. 6, p.
971-981, 2016.

LUI, K. O.; ZANGI, L.; CHIEN, K. R. Cardiovascular regenerative therapeutics via
synthetic paracrine factor modified mRNA. Stem Cell Research, v. 13, n. 3, p. 693—
704, 2014.

LUNDY, S. D. et al. Structural and Functional Maturation of Cardiomyocytes Derived
from Human Pluripotent Stem Cells. Stem Cells and Development, v. 22, n. 14, p.
1991-2002, 2013.

LUO, S. et al. Divergent IncRNAS regulate gene expression and lineage differentiation
in pluripotent cells. Cell Stem Cell, v. 18, n. 5, p. 637-652, 2016.

MANGELSDOREF, D. J. et al. Characterization of three RXR genes that mediate the
action of 9-cis retinoic acid. Genes and Development, v. 6, n. 3, p. 329-344, 1992.

MANSUR, A. DE P.; FAVARATO, D. Mortalidade por Doencas Cardiovasculares no
Brasil e na Regido Metropolitana de Sao Paulo : Atualizagado 2011. Arq Bras Cardiol,
2012.

MARCON, B. H. et al. Downregulation of the protein synthesis machinery is a major
regulatory event during early adipogenic differentiation of human adipose-derived
stromal cells. Stem Cell Research, v. 25, p. 191-201, 2017.

MASEK, T.; VALASEK, L.; POSPISEK, M. Polysome Analysis and RNA Purification
from Sucrose Gradients. Methods in Molecular Biology, v. 703, p. 293-309, 2011.

163



MATA, J.; MARGUERAT, S.; BAHLER, J. Post-transcriptional control of gene
expression: A genome-wide perspective. Trends in Biochemical Sciences, v. 30, n.
9, p. 506-514, 2005.

MATOULKOVA, E. et al. The role of the 3’ untranslated region in post-transcriptional
regulation of protein expression in mammalian cells. RNA Biology, v. 9, n. 5, p. 563—
576, 2012.

MATTICK, J. S.; MAKUNIN, I. V. Non-coding RNA. Human molecular genetics, v. 15
Spec No, n. 1, p. 17-29, 2006.

MAYUZUMI, N. et al. Effects of ultraviolet B irradiation, proinflammatory cytokines and
raised extracellular calcium concentration on the expression of ATP2A2 and ATP2C1.
British Journal of Dermatology, v. 152, n. 4, p. 697-701, 2005.

MCMANUS, C. J. et al. Ribosome profiling reveals post-transcriptional buffering of
divergent gene expression in yeast. Genome Research, v. 24, n. 3, p. 422—-430, 2013.

MEYUHAS, O. Synthesis of the translational apparatus is regulated at the translational
level. European Journal of Biochemistry, v. 267, n. 21, p. 6321-6330, 2000.

MIHAILOVICH, M. et al. Eukaryotic cold shock domain proteins: Highly versatile
regulators of gene expression. BioEssays, v. 32, n. 2, p. 109-118, 2010.

MIKULITS, W. et al. Isolation of translationally controlled mRNAs by differential
screening. The FASEB Journal, v. 14, n. 11, p. 1641-1652, 2000.

MIYATA, M. et al. IRES-mediated translational control of AMAP1 expression during
differentiation of monocyte U937 cells. Cell Cycle, v. 7, n. 20, p. 3273-3281, 2008.

MUMMERY, C. L. et al. Differentiation of human embryonic stem cells and induced
pluripotent stem cells to cardiomyocytes: A methods overview. Circulation Research,
v. 111, n. 3, p. 344-358, 2012.

MURRY, C. E.; KELLER, G. Differentiation of Embryonic Stem Cells to Clinically
Relevant Populations: Lessons from Embryonic Development. Cell, v. 132, n. 4, p.
661-680, 2008.

NASTASI, T. et al. PIPPin is a brain-specific protein that contains a cold-shock domain
and binds specifically to H1??and H3.3 mRNAs. Journal of Biological Chemistry, v.
274, n. 34, p. 24087-24093, 1999.

NG, S.Y.S.Y.;WONG, C. K. C. K.; TSANG, S. Y. S. Y. Differential gene expressions
in atrial and ventricular myocytes: insights into the road of applying embryonic stem
cell-derived cardiomyocytes for future therapies. American Journal of Physiology-
Cell Physiology, v. 299, n. 6, p. C1234-C1249, 2010.

OBRIG, T. G. et al. The mechanism by which cycloheximide and related glutarimide
antibiotics inhibit peptide synthesis on reticulocyte ribosomes. Journal of Biological
Chemistry, v. 246, n. 1, p. 174-181, 1971.

OCEGUERA-YANEZ, F. et al. Engineering the AAVS1 locus for consistent and
scalable transgene expression in human iPSCs and their differentiated derivatives.
Methods, v. 101, p. 43-55, 2016.

OLSON, E. N. Gene Regulatory Networks in the Evolution and Development of the
Heart. Science, v. 313, n. 5795, p. 1922-1927, 2006.

OUNZAIN, S. et al. CARMEN, a human super enhancer-associated long noncoding
RNA controlling cardiac specification, differentiation and homeostasis. Journal of
Molecular and Cellular Cardiology, v. 89, p. 98-112, 2015.

164



PAIGE, S. L. et al. Molecular regulation of cardiomyocyte differentiation. Circulation
Research, v. 116, n. 2, p. 341-353, 2015.

PANDA, A. C.; MARTINDALE, J. L.; GOROSPE, M. Polysome Fractionation to
Analyze mRNA Distribution Profiles. Bio Protocols, v. 5, n. 2, 2017.

PANG, K. C.; FRITH, M. C.; MATTICK, J. S. Rapid evolution of noncoding RNAs: Lack
of conservation does not mean lack of function. Trends in Genetics, v. 22, n. 1, p. 1-
5, 2006.

PENNY, G. D. et al. Requirement for Xist in X chromosome inactivationNature,
1996.

PIRCHER, A.; GEBETSBERGER, J.; POLACEK, N. Ribosome-associated ncRNAs:
An emerging class of translation regulators. RNA biology, v. 11, n. 11, p. 1335-1339,
2014.

PORRUA, O.; LIBRI, D. Transcription termination and the control of the transcriptome:
Why, where and how to stop. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 16, n. 3, p.
190-202, 2015.

RAIMONDI, L. et al. RNA-binding ability of PIPPin requires the entire protein. Journal
of Cellular and Molecular Medicine, v. 7, n. 1, p. 35-42, 2003.

RAJ, A. et al. Stochastic mMRNA synthesis in mammalian cells. PLoS Biology, v. 4, n.
10, p. 1707-1719, 2006.

RAN, F. A. et al. Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nature
Protocols, v. 8, n. 11, p. 2281-2308, 2013.

RASER, J. M.; O'SHEA, E. K. Noise in gene expression: Origins, consequences, and
control. Science, v. 309, n. 5743, p. 2010-2013, 2005.

RIZKI, G.; BOYER, L. A. Lnc ing epigenetic control of transcription to cardiovascular
development and disease. Circulation Research, v. 117, n. 2, p. 192-206, 2015.

ROBERTSON, C.; TRAN, D. D.; GEORGE, S. C. Concise review: Maturation phases
of human pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes. Stem Cells, v. 31, n. 5, p.
829-837, 2013.

ROBINSON, M. D.; MCCARTHY, D. J.; SMYTH, G. K. edgeR: A Bioconductor package
for differential expression analysis of digital gene expression data. Bioinformatics, v.
26, n. 1, p. 139-140, 2010.

RODGERS, J. T. et al. MTORCL1 controls the adaptive transition of quiescent stem
cells from GOto GAlert. Nature, v. 510, n. 7505, p. 393-396, 2014.

RUIZ-ORERA, J. et al. Long non-coding RNAs as a source of new peptides. eLife, v.
3, p. 1-24, 2014.

SAINSBURY, S.; BERNECKY, C.; CRAMER, P. Structural basis of transcription
initiation by RNA polymerase Il. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 16, n. 3,
p. 129-143, 2015.

SAMPATH, P. et al. A Hierarchical Network Controls Protein Translation during Murine
Embryonic Stem Cell Self-Renewal and Differentiation. Cell Stem Cell, v. 2, n. 5, p.
448-460, 2008.

SARTIANI, L. et al. Developmental Changes in Cardiomyocytes Differentiated from
Human Embryonic Stem Cells: A Molecular and Electrophysiological Approach. Stem
Cells, v. 25, n. 5, p. 1136-1144, 2007.

165



SCHEUERMANN, J. C.; BOYER, L. A. Getting to the heart of the matter: long non-
coding RNAs in cardiac development and disease. The EMBO Journal, v. 32, n. 13,
p. 1805-1816, 2013.

SCHLESINGER, J. et al. The cardiac transcription network modulated by gata4,
mef2a, nkx2.5, srf, histone modifications, and microRNAs. PLoS Genetics, v. 7, n. 2,
2011.

SCHMITZ, S. U.; GROTE, P.; HERRMANN, B. G. Mechanisms of long noncoding RNA
function in development and disease. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 73,
n. 13, p. 2491-2509, 2016.

SCHWANHAUSSER, B. et al. Global quantification of mammalian gene expression
control. Nature, v. 473, n. 7347, p. 337-342, 2011.

SENYO, S. E.; LEE, R. T.; KUHN, B. Cardiac regeneration based on mechanisms of
cardiomyocyte proliferation and differentiation. Stem Cell Research, v. 13, n. 3, p.
532-541, 2014.

SIEGEL, R. et al. Cancer Statistics , 2014. CA Cancer Journal Clinical, v. 64, n. 1, p.
9-29, 2014.

SIMSEK, D. et al. The Mammalian Ribo-interactome Reveals Ribosome Functional
Diversity and Heterogeneity. Cell, v. 169, n. 6, p. 1051-1065.e18, 2017.

SINGH, V. K.; KUMAR, N. Mechanism of Induction : Induced Pluripotent Stem Cells (
IPSCs ). Journal of Stem Cells, v. 10, n. September 2016, 2015.

SKELTON, R. J. P. et al. Biomarkers of Human Pluripotent Stem Cell-Derived Cardiac
Lineages. Trends in Molecular Medicine, v. xx, 2017.

SONENBERG, N.; HINNEBUSCH, A. G. New Modes of Translational Control in
Development, Behavior, and Disease. Molecular Cell, v. 28, n. 5, p. 721-729, 2007.

SPANGENBERG, L. et al. Polysome profiling shows extensive posttranscriptional
regulation during human adipocyte stem cell differentiation into adipocytes. Stem cell
research, v. 11, n. 2, p. 902-12, set. 2013.

SPATER, D. et al. How to make a cardiomyocyte. Development, v. 141, n. 23, p.
4418-4431, 2014.

SPITZ, F.; FURLONG, E. E. M. Transcription factors: From enhancer binding to
developmental control. Nature Reviews Genetics, v. 13, n. 9, p. 613-626, 2012.

STEFANOVIC, S.; ZAFFRAN, S. Mechanisms of retinoic acid signaling during
cardiogenesis. Mechanisms of Development, v. 143, p. 9-19, 2017.

STEFL, R.; SKRISOVSKA, L.; ALLAIN, F. H.-T. RNA sequence- and shape-dependent
recognition by proteins in the ribonucleoprotein particle. EMBO reports, v. 6, n. 1, p.
33-38, 2005.

SUNNERHAGEN, P. Cytoplasmatic post-transcriptional regulation and intracellular
signalling. Molecular Genetics and Genomics, v. 277, n. 4, p. 341-355, 2007.

SVOBODOVA, K. et al. Porcine EEF1A1 and EEF1A2 genes: genomic structure,
polymorphism, mapping and expression. Molecular Biology Reports, v. 42, n. 8, p.
1257-1264, 2015.

SYLVA, M.; VAN DEN HOFF, M. J. B.; MOORMAN, A. F. M. Development of the
human heart. American Journal of Medical Genetics, Part A, v. 164, n. 6, p. 1347—
1371, 2014.

166



TAKAHASHI, K. et al. Induction of Pluripotent Stem Cells from Adult Human
Fibroblasts by Defined Factors. Cell, v. 131, n. 5, p. 861-872, 2007.

TALLAFUSS, A. et al. Characterization of retinoid-X receptor genes rxra, rxrba, rxrbb
and rxrg during zebrafish development. Gene Expression Patterns, v. 6, n. 5, p. 556—
565, 2006.

TEBALDI, T. et al. Widespread uncoupling between transcriptome and translatome
variations after a stimulus in mammalian cells. BMC genomics, v. 13, n. 1, p. 220,
2012.

THOMSON, J. A. ET. AL. Embryonic Stem Cell Lines Derived from Human
Blastocysts. Science, v. 282, n. 5391, p. 1145-1147, 1998.

TIAN, Q. et al. Integrated Genomic and Proteomic Analyses of Gene Expression in
Mammalian Cells. Molecular & Cellular Proteomics, p. 960-969, 2004.

TOHYAMA, S. et al. Distinct metabolic flow enables large-scale purification of mouse
and human pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes. Cell Stem Cell, v. 12, n. 1,
p. 127-137, 2013.

TOMPKINS, J. D. et al. Mapping Human Pluripotent-to-Cardiomyocyte Differentiation:
Methylomes, Transcriptomes, and Exon DNA Methylation “Memories”. EBioMedicine,
v. 4, p. 74-85, 2016.

TROUNSON, A.; MCDONALD, C. Stem Cell Therapies in Clinical Trials: Progress and
Challenges. Cell Stem Cell, v. 17, n. 1, p. 11-22, 2015.

TUORTO, F. et al. RNA cytosine methylation by Dnmt2 and NSun2 promotes tRNA
stability and protein synthesis. Nature Structural and Molecular Biology, v. 19, n. 9,
p. 900-905, 2012.

ULITSKY, I.; BARTEL, D. P. LincRNAs: Genomics, evolution, and mechanisms. Cell,
v. 154, n. 1, p. 26-46, 2013.

VAN HEESCH, S. et al. Extensive localization of long honcoding RNAs to the cytosol
and mono- and polyribosomal complexes. Genome biology, v. 15, n. 1, p. R6, 2014.

VIDARSSON, H.; HYLLNER, J.; SARTIPY, P. Differentiation of human embryonic
stem cells to cardiomyocytes for in vitro and in vivo applications. Stem Cell Reviews
and Reports, v. 6, n. 1, p. 108-120, 2010.

VOLDERS, P. J. et al. An update on LNCipedia: A database for annotated human
IncRNA sequences. Nucleic Acids Research, v. 43, n. D1, p. D174-D180, 2015.

WAGERS, A. J.; WEISSMAN, I. L. Plasticity of adult stem cells. Cell, v. 116, n. 5, p.
639-648, 2004.

WAMSTAD, J. A. et al. Dynamic and coordinated epigenetic regulation of
developmental transitions in the cardiac lineage. Cell, v. 151, n. 1, p. 206-220, 2012.

WANG, H.; HAQO, J.; HONG, C. C. Cardiac induction of embryonic stem cells by a small
molecule inhibitor of Wnt/beta-catenin signaling. ACS Chem Biol, v. 6, n. 2, p. 192—
197, 2011.

WEISSMAN, I. L. Stem cells: units of development, units of regeneration, and units in
evolution. Cell, v. 100, n. 1, p. 157-168, 2000.

WU, S. PIN et al. Atrial Identity Is Determined by a COUP-TFII Regulatory Network.
Developmental Cell, v. 25, n. 4, p. 417-426, 2013.

WU, X.; BREWER, G. The regulation of mRNA stability in mammalian cells: 2.0. Gene,
167



v. 500, n. 1, p. 10-21, 2012.

XAVIER-NETO, J. et al. A retinoic acid-inducible transgenic marker of sino-atrial
development in the mouse heart. Development (Cambridge, England), v. 126, n. 12,
p. 2677-87, 1999.

XU, C. et al. Characterization and enrichment of cardiomyocytes derived from human
embryonic stem cells. Circulation Research, v. 91, n. 6, p. 501-508, 2002.

XU, X. Q. et al. Global Expression Profile of Highly Enriched Cardiomyocytes Derived
from Human Embryonic Stem Cells. Stem Cells, v. 27, n. 9, p. 2163-2174, 2009.

YAMAMOTO, A. et al. Shisa promotes head formation through the inhibition of receptor
protein maturation for the caudalizing factors, Wnt and FGF. Cell, v. 120, n. 2, p. 223—
235, 2005.

YANG, L. et al. Human cardiovascular progenitor cells develop from a KDR+
embryonic-stem-cell-derived population. Nature, v. 453, n. 7194, p. 524-528, 2008.

YOU, K. T.; PARK, J.; KIM, V. N. Role of the small subunit processome in the
maintenance of pluripotent stem cells. Genes & development, p. 2004-2009, 2012.

YOUNG, R. A. Control of the embryonic stem cell state. Cell, v. 144, n. 6, p. 940-954,
2011.

ZAMILPA, R. et al. Stem cell mechanisms during left ventricular remodeling post-
myocardial infarction: Repair and regeneration. World journal of cardiology, v. 6, n.
7, p. 610-20, 2014.

ZENG, Y. et al. DUSP1 and KCNJ2 mRNA upregulation can serve as a biomarker of
mechanical asphyxia-induced death in cardiac tissue. International Journal of Legal
Medicine, v. 132, n. 3, p. 655-665, 2018.

ZHANG, Q. et al. Direct differentiation of atrial and ventricular myocytes from human
embryonic stem cells by alternating retinoid signals. Cell Research, v. 21, n. 4, p. 579—
587, 2011.

ZHU, N. et al. NR2F2 regulates bone marrow-derived mesenchymal stem cell-
promoted proliferation of Reh cells. Molecular Medicine Reports, v. 14, n. 2, p. 1351—
1356, 2016.

ZYCH, J. et al. Polysome profiling shows the identity of human adipose-derived
stromal/stem cells in detail and clearly distinguishes them from dermal fibroblasts.
Stem cells and development, v. 23, n. 22, p. 2791-802, 2014.

168



ANEXO |

Tabela 1. Oligos usados na amplificacdo das sequéncias para clonagem nos vetores AAVS1. As
sequéncias de homologia/sitio de restricdo do AAVS1-TRE-FLAG-rTA estdo marcadas em laranja.
As sequéncias attB para clonagem no sistema Gateway com AAVS1-GW-TRE-rtTA estdo marcadas

em verde.
Ref Tamanho
Gene GenBank Nome do oligo Sequéncia 5’-3 dc_J
amplicon
CSDC2 flag F CGATGACAAGATGCATACTTCAGAGTCGACGTCA
csbez BCO67113.1 CsSDC2 flag R TCTGCTCGAATTAATTAACTAGGAGCCCACGACCTG 493 pb
RXRG flag F CGATGACAAGATGCATTATGGAAATTATTCTCAC
RXRG BCO12063 RXRG flag R TCTGCTCGAATTAATTAATCAGGTGATCTGCAGCGG L4 kb
SHISAS3 flag F CGATGACAAGATGCATAGGGCACTGCTGGCGCTT
SHISA3 BC127690 SHISA3 flag R TCTGCTCGAATTAATTAATCAACTGGAACTGAAGTC 748 pb
LINC890_atth1F GGGGACAAGTTCTTGCTTACA/EATAGATATGGCCACGGCTCCGCATA
LINCO00890 BX537697.1 - 4,5 kb
LINC890 attbor = CCCGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATCATC '
— AAACCAGTCATTAT

Tabela 2. Oligos usados na amplificacdo das sequéncias de CSDC2 com dele¢do e LINC00890 com
insercdo para clonagem nos vetores AAVS1. Em laranja, estdo destacadas as sequéncias
complementares da estratégia de delecdo de CSDC2. Em vermelho, estdo destacados os dois
nucleotideos inseridos na sequéncia de LINC00890. Em negrito, esta destacado o c6don inicial ATG
predito para LINC00890. WT, wild type (do inglés, selvagem).

Gene Nome do oligo Sequéncia 5’-3’ Mutacao
CSDC2 CSDC2del_F AAGCAGTTCTCACGCTCACAGGTGTCTGACATCGAGGGGGAG delecio
CSDC2del_R CTGTGAGCGTGAGAACTGCTT s
LINCmutAAVS1 F AATACCATGGAAATCAATCACTAGGCGTGCC insercio
LINCO00890 LINCmutAAVS1 R GGCACGCCTAGTGATTGATTTCCATGGTATT ¢
PCR_3LF GCTGGGCAGGAACCTTACAA WT
PCR_3LR TGTTTGAGCCGAAGGAGCAT
4 M13 u a M13
orwar m leverse
L — m m - | C for: pDONR™221
4762 nucleotides
rmB T2 transcription termii q (©): 268-295
rmB T1 transcription termination sequence (c): 427-470
M13 Forward (-20) priming site: 537-552
attP1: 570-801
ccdB gene (c): 1197-1502
Chloramphenicol resistance gene (c): 1847-2506
attP2 (c): 2754-2985
M13 Reverse priming site: 3027-3043
Kanamycin resistance gene: 3156-3965
EM7 promoter (c):
Zeocin resistance gene (c):
pUC origin: 4086-4759
(c) = complementary strand
Figura 1. Vetor pDONOR 221 usado para clonagem no sistema Gateway. Retirado de:

https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/cloning/gateway-cloning/protocols.html
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ANEXO I

Tabela 1. Oligos para constru¢do dos gRNAs de reconhecimento do gene LINC00890. Sublinhados
estdo os nucleotideos adicionais para a montagem no vetor pSpCas9(BB)-2A-RFP (PX458).

gRNA Regido Sequéncia 5-3’

F CACCGCATATATTACTGTAAGACCC
A upstream

R AAACGGGTCTTACAGTAATATATGC

F CACCGTAAACTGTTGCCTGCGAAAG
B upstream

R AAACCTTTCGCAGGCAACAGTTTAC

F CACCGAAGTCAGCATTTCGAATAGA
C downstream

R AAACTCTATTCGAAATGCTGACTTC

F CACCGGCAGTCGTTACAATTTATAC
D downstream

R AAACGTATAAATTGTAACGACTGCC

NN e e

(8330) Sacll
(8172) Fspl

Aarl (1216)
/_Agel (1238)

(8026) Pvul
(7826 .. 7845) Amp-R
~

_Bglll (1617}

35) pBRforEco «__
379) pGEX 3

pSpCas9{BB)-2A-GFP (PX458)
9288 bp

(6695) PIuTI _
(6694) Sfol ™
(6603) Narl
6692) Kasl
6689] Sbfl

I
- PspOMI (2722)
(6544) Notl 1]

Y Apal (2726)
(6320 .. 6346) BGH-rev
(6294) BsrGl

(6238 .. 6259) EGFP-C s
7. " Pasl (3135
"EcoRV (3220}

Ve
(5891 .. 5910) EXFP-R

(5630 .. 5651) EGFP-N

(5499] Fsel

Pmll i41585)

(5007) Bsml !
(4865) BsaBl * Kfil (4744)

Figura 1. Mapa do vetor pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458). O GFP foi substituido por RFP no laboratério
do Dr Michal Kyba e foi usado neste trabalho.
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ANEXO IlI

1.5Kb
1Kb
500 pb 1Kb
500 pb
1Kb

500 pb

Figura 1. Reac¢bes de restricdo para confirmagé@o da insercdo dos trangenes. O vetor AAVS1-TRE-
FLAG-rtTA clonado com RXRG, SHISA3 e CSDC2 foi incubado com Nsil e Pacl, gerando um fragmento
com o tamanho correspondente ao amplificado pelos oligo da Tabela 1 (ANEXO 1). O vetor AAVS1-
TRE-GW-rtTA foi incubado com Sspl, reagdo que gera um fragmento de 320 bp (interno a sequéncia
de LINCO00890). Imagens de gel de agarose ilustrando os fragmentos gerados pelas reagbes de
restricdo. Clones avaliados numerados nas imagens, onde cada par de coluna no gel representa o DNA
plasmidial de um clone — sem e com reacao restricdo, respectivamente. Os clones também foram
confirmados por sequenciamento.

iRXRG -DOX iSHISA -DOX
.00 0.0045
T | o004
g 00015 2 | 00035
& <T 0.003
5] O | 00025
0.00 o
5 5 | oo
- T | ooo1s
—=| 00005 O | o001
<]
[F8 - 0.0005
04 0
Hi 1 2 4 H1 o 2 =} 4 s 6
icsSDC2 -DOX iCSDC2-del -DOX
= | 00005 L | oo
[a]
A | 0.0004 g [ oows
g <C | 0.0002
2| 00003 g
© 45 | 000015
- | 0.0002 =
S 2| oo
t-| 00001 = | 0.00005 .
0 0
H1 Cc1 2 c3 ca c5 e c1 c2 c3 c4

Figura 2. Expressao basal dos transgenes, sem inducdo de doxiciclina. Valores relativos ao gene
constitutivo GAPDH estdo mostrados nos gréficos, e foram quantificados por gPCR. Todos os qPCR
foram feitos com probes Tagman, exceto iCSDC2-del que foi quantificado usando os oilgos listados na
Tabela 4.2. H1, expresséo nas células parentais sem transfecgéo.
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ANEXO IV

A H1iCSDC2 B H1iCsSDC2
Exp#33 Exp#39
60 80
+ +
e £ 60
Z 4o0- Z
= =
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= =
0- T T T 0- T T T
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1 J L ]
+DOX +DOX

Figura 1. Ensaio funcional de diferenciacdo cardiomiogénica com a linhagem H1 iCSDC2. Diferentes
janelas de indu¢do com doxiciclina (+DOX) foram testadas (por exemplo, DO-15 a inducdo foi feita do
dia 0 ao dia 15 do protocolo de diferenciacdo). Células sem inducdo (-DOX) foram usadas como
controle. A porcentagem de células duplo positivas NKX2-5+/TNNT2+ esté representada nos gréficos
em cada um dos experimentos independentes (A — Experimento #33 e B — Experimento #39) e foi
medida através da imuno-marcacéo e leitura por citometria de fluxo.
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ANEXO V
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Figura 1. Expressao de marcadores (A) pan-cardiacos, (B) atriais e (C) ventriculares avaliados por
gPCR, ap6s a inducdo da linhagem H1 iLINC com doxiciclina nos tempos indicados. Células sem
inducéo (-DOX) foram usadas como controle. Dois experimentos independentes foram realizados (n=2).

Os valores estao expressos como relativos ao gene constitutivo GAPDH.
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