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RESUMO

A regulacao pos transcricional em células-tronco embrionarias (ESC) desempenha um
papel fundamental em diferentes processos biologicos. Diversos trabalhos
demonstram que multiplos MRNAs sdo co-regulados por uma ou mais proteinas de
ligacdo a RNA (RBPs) que orquestram sua expressao. As proteinas PUF formam uma
familia de RBPs evolutivamente conservadas e as proteinas Pumilio (membros dessa
familia) tém sido associadas com a manutencdo do estado indiferenciado de células
germinativas. Em humanos, sdo encontrados dois homologos dessa familia: PUM1 e
PUM2. Em estudos com hESC, PUM2 parece estar associada ao estado
indiferenciado dessas células, sendo mais expressa em relagdo a PUM1. Para buscar
entender o papel destas duas proteinas em hESC, esse trabalho teve como objetivo
o silenciamento génico de PUM1 e PUM2 em hESC, tanto na forma indiferenciada
qguanto durante a diferenciacdo cardiomiogénica, utilizando o sistema lentiviral. A
expressdo de PUM1 e PUM2 foi analisada ao longo do processo de cardiomiogénese.
Ambos mRNAs apresentam um aumento da sua expressao em nivel de RNA total ao
longo da diferenciacdo. ApoOs estas analises, a estratégia de silenciamento génico foi
empregada. Os lentivirus utilizados como ferramenta no processo de silenciamento
foram produzidos em células HEK293FT, contendo o vetor pLKO-1. Esse vetor
contém sequéncias de shRNA que reconhecem o0 mRNA de PUM1 ou PUM2. As
hESC foram silenciadas utilizando os vetores lentivirais na diluicdo determinada na
titulacdo, e, apos 24 horas de transducdo, RNA e proteinas foram extraidos para
andlise dos efeitos do silenciamento de PUMILIO em hESC. O silenciamento foi
confirmado pela analise da expressdo de PUM1 e PUM2 por qPCR. Foi observado
também por gPCR que genes relacionados a pluripoténcia; OCT4 e NANOG, sofreram
uma diminui¢ao nos seus niveis de mMRNA. Para analise dos efeitos do silenciamento
durante cardiomiogénese, RNA foi extraido de 3 pontos ao longo do processo de
diferenciagéo (dias 1, 4 e 9). O silenciamento de PUMILIO n&o se manteve ao longo
do processo de diferenciacdo, porém a eficiéncia de diferenciacdo aumentou nas
células silenciadas. Esse resultado indica que PUMILIO pode ter um papel no inicio
da diferenciacdo, até mesmo na manutencdo da pluripoténcia. Alvos de Pumilio
podem estar livres no citoplasma ou associados a polissomos, indicando que estao
sendo traduzidos. A andlise de ontologia génica dos mRNAs nestas duas fracfes
poderia sugerir quais estao participando do processo de diferenciacdo. NFIA (Nuclear
Factor | A), um gene que codifica um fator de transcricdo descrito como regulador da
via Notch, participando no desenvolvimento de mesoderme e linhagem cardiaca, é um
alvo de PUMILIO. NFIA mostou-se aumentado durante a diferenciacao
cardiomiogénica. Os dados obtidos nesse trabalho sugerem que PUMILIO participe
da regulacéo da pluripoténcia e cardiomiogénese de hESC.

Palavras-chave: células-tronco embrionarias, Pumilio, cardiomiogénese.



ABSTRACT

Post transcriptional regulation in embryonic stem cells (ESC) plays a key role in
different biological processes. Several works demonstrate that multiple mRNAs are co-
regulated by one or more RNA binding proteins (RBPs) that orchestrate their
expression. PUF proteins form a family of evolutionarily conserved RBPs and Pumilio
proteins (members of this family) have been associated with maintenance of
undifferentiated germ cell status. In humans, two homologues of this family are found:
PUM1 and PUM2. In studies with hESC, PUM2 appears to be associated with the
undifferentiated state of these cells, being more expressed in relation to PUML. In order
to understand the role of these two proteins in hESC, this work aimed to gene silencing
of PUM1 and PUM2 in hESC, both in undifferentiated form and during cardiomiogenic
differentiation, using the lentiviral system. Expression of PUM1 and PUM2 was
analyzed through cardiomyogenesis process. Both mRNAs show an increase in their
expression at the level of total RNA throughout the differentiation. After these analyzes,
gene silencing strategy was employed. Lentiviruses used as a tool in silencing process
were produced in HEK293FT cells, containing vector pLKO-1. This vector contains
ShRNA sequences that recognize the mRNA of PUM1 or PUM2. hESC were silenced
using the lentiviral vectors at dilution determined in the titration, and after 24 hours of
transduction, RNA and proteins were extracted to analyze the effects of silencing of
PUMILIO on hESC. Silencing was confirmed by analysis of the expression of PUM1
and PUM2 by gPCR. Genes related to pluripotency; OCT4 and NANOG decreased in
their mRNA levels. For analysis of the effects of silencing during cardiomyogenesis,
RNA was extracted from 3 points throughout the differentiation process (days 1, 4 and
9). Silencing of PUMILIO was not maintained through differentiation process, but the
efficiency of differentiation increased in the silenced cells. This result indicates that
PUMILIO may play a role early in differentiation, even in maintenance of pluripotency.
Pumilio targets may be free in the cytoplasm or associated with polysomes, indicating
that they are being translated. Genetic ontology analysis of the mRNAs in these two
fractions could suggest which are participating in the differentiation process. NFIA
(Nuclear Factor 1A), a gene that encodes for transcription factor described as regulator
of the Notch pathway, participating in the development of mesoderm and cardiac
lineage, is a target of PUMILIO. NFIA was increased during cardiomyogenic
differentiation. The data obtained in this study suggest that PUMILIO participates in
the regulation of pluripotency and cardiomyogenesis of hESC.

Key-words: embryonic stem cells, Pumilio, cardiomiogenesis.
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N&o aprendemos a fazer ciéncia criando
regras sobre como fazer ciéncia, mas a
partir da experiéncia de fazer ciéncia,
movidos pelo desejo de sentir o prazer que
sentimos quando nossos  métodos
conseguem explicar alguma coisa.
-Steven Weinberg
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1 INTRODUCAO
1.1 CELULAS-TRONCO

Células-tronco sdo células com capacidade de autorrenovacdo por ciclos
indefinidos e diferenciacdo em diversas linhagens celulares (WEISSMAN, 2000). Além
do desenvolvimento embrionario, essas células sdo importantes na reparacao de
danos e renovacao natural dos tecidos, como acontece com intestino, pele e sangue
(FUCHS; SEGRE, 2000).

As células-tronco podem ser classificadas de acordo com seu potencial de
diferenciacéao (totipotentes, pluripotentes ou multipotentes) ou sua origem (adultas ou
embrionérias). Células totipotentes possuem a capacidade de diferenciacdo que
engloba todos os tecidos adultos e embrionérios, até mesmo os anexos embrionarios
(estruturas extraembriondrias), como placenta. Células pluripotentes conseguem se
diferenciar em linhagens dos trés folhetos embrionarios, perdendo a capacidade de
diferenciacé@o para as estruturas extraembrionarias. Células multipotentes possuem a
capacidade de diferenciacéo mais restrita, dando origem a poucas linhagens celulares
tecido-especificas (MUMMERY et al., 2014).

Células-tronco adultas sdo encontradas nos tecidos fetal e adulto. Essas
células sdo multipotentes, mantendo sua capacidade de diferenciacéo principalmente
no tecido residente, seja ele medula éssea, tecido pancreético ou tecido nervoso
(Figura 1.1C) (MUMMERY et al., 2014). Entretanto, essas células sdo capazes de
transdiferenciar em linhagens celulares de outros tecidos (revisado em ROMANIUK et
al., 2013). Ainda que encontradas em muitos tecidos, sua populacdo é pequena, em
torno de 0,01% em 1 g de tecido (PITTENGER et al., 1999), o que dificultou
inicialmente o uso em terapias. Atualmente, € possivel expandir estas células para
serem usadas na terapia celular (revisado em JOSSEN et al., 2018; PLANCHON et
al., 2018). Outra capacidade descrita das células-tronco adultas, além do reparo
tecidual in situ, € a de imunomodulacdo, tornando seu uso interessante em algumas
terapias (revisado em ROMANIUK et al., 2013).

Em 2006, Takahashi e Yamanaka reprogramaram fibroblastos murinos adultos,
adicionando fatores de pluripoténcia exdégenos, tornando essas células pluripotentes
(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). Em 2007, ensaios similares foram realizados em
fibroblastos adultos humanos (TAKAHASHI et al., 2007). Essas células passaram a
ser conhecidas como células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC, induced
Pluripotent Stem Cells). As iIPSCs séo células reprogramadas ao estado de

pluripoténcia, expressando 0s marcadores encontrados em células-tronco
1



embrionarias (Figura 1.1B) (THOMSON et al., 1998; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006;
TAKAHASHI et al., 2007). Essas células tém sido utilizadas para estudos de doencas
genéticas, onde células somaticas de pacientes sdo reprogramadas e diferenciadas
no tecido de interesse. Pode-se observar o desenvolvimento da doenca e estabelecer
estudos de triagem de drogas ao diferenciar essas células em hepatdcitos ou observar

a toxicidade de uma determinada droga in vitro, por exemplo (revisado em
YAMANAKA, 2009).
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Figura 1.1 — Tipos de células-tronco e suas fontes. A) Células-tronco embrionarias, derivadas da massa
interna do blastocisto, sdo células pluripotentes. B) Células-tronco de pluripoténcia induzida, células
somaticas que foram reprogramadas a um estado de pluripoténcia. C) Células-tronco adultas,
derivadas de diversos tecidos do organismo, como tecido adiposo, medula 6ssea e musculo
esquelético, sdo células multipotentes. Fonte: adaptado de LUTOLF et al., 2009.

1.1.1 Células-Tronco embrionérias

Células-tronco embrionarias (ESC, Embryonic Stem Cells) sdo células
pluripotentes derivadas da massa interna do blastocisto (Figura 1.1A) (BRADLEY,
1990; FUCHS; SEGRE, 2000), isoladas pela primeira vez a partir de embrides murinos
por Gail Martin (MARTIN, 1981). Em 1998, ESC foram isoladas da massa interna de



blastocisto humano, apresentando capacidade de se proliferar in vitro, permanecendo
indiferenciadas, e apresentando um potencial para diferenciagdo nos trés folhetos
embrionérios (THOMSON et al., 1998). A endoderme dara origem ao epitélio que
reveste os 0rgaos internos, a ectoderme dara origem a pele e seus acessorios e ao
sistema nervoso, e a mesoderme dara origem aos musculos e tecido conjuntivo
(Figura 1.2) (MOORE et al., 2012).

Ectoderme Células germinativas

J / o -

. ;\‘ °o %% \'* ®
LA ° ﬁ ‘
Epiderme  SNC Melané- Esperma- Ovulo
citos tozéide

Embridao

Zigoto Blastocisto

(%) = |

Mesoderme

Coragado Musculo Tubulo Hemaceas Musculo Pulmdo Tiredide Pancreas
esquelético renal liso

Figura 1.2 — Folhetos embrionarios e tecidos derivados. A partir da massa interna do blastocisto (ou
embrioblasto), originam-se trés folhetos embrionarios apds a gastrulacéo: endoderme, mesoderme e
ectoderme. Cada um desses folhetos dar4 origem a diferentes tecidos e o6rgdos durante o
desenvolvimento embrionéario. Fonte:adaptada de Terese Winslow, Caitlin Duckwall ©, 2001 (NIH).

Quando ESC séo injetadas in vivo formam teratomas, ou seja, tumores com
células derivadas dos trés folhetos embrionarios. In vitro, ESC séo caracterizadas pela
expressao de marcadores de superficie, como SSEA-3/4, TRA-1-60 e TRA-1-81, e de
fatores de transcrigdo, como OCT4 (CARPENTER et al., 2003).



1.1.2 Diferenciacdao in vitro

Durante o estado indiferenciado, ESC expressa genes chave para manter a
pluripoténcia: OCT4 (POU class 5 homeobox 1), SOX2 (SRY-box 2) e NANOG (Nanog
homeobox). Esses trés fatores de transcricAo sdo responsaveis por regular
positivamente a si mesmos e a genes que ajudam a manter a pluripoténcia, e
contribuem na repressdo de genes linhagem-especificos (revisado em YOUNG,
2011).

A manutencéo da pluripoténcia ou a diferenciacdo séo induzidos por estimulos
externos. As moléculas da familia TGF Activina A e Nodal, por exemplo, sinalizam
para que SMAD2/3, fatores de transcricdo, mantenham a expressao de NANOG (XU
et al.,, 2008; VALLIER et al., 2009). J4 antagonistas de Nodal, LEFTY1/2,
desencadeiam a diferenciacdo endodermal (CHAZAUD et al., 2006; TAKAOKA et al.,
2006), enquanto BMP4 sinaliza para que SMAD1/5/8 inibam a expressdo de NANOG
(GREBER et al., 2007). A regulacao dessa sinalizagéo deve ser precisa, uma vez que
uma molécula pode causar diferentes respostas em hESC, dependendo da sua
interacdo. Por exemplo, FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) leva a producéo de IGF2
(Insulin like Growth Factor 2), molécula que bloqueia a sinalizacao de activina A ou
Nodal, prevenindo a diferenciagdo endodermal (MCLEAN et al., 2007). Mas FGF2
agindo em conjunto com a via de MEK-ERK pode induzir a diferenciacéo para células
neurais, e essa acao é bloqueada pela acao de activina A ou Nodal (VALLIER et al.,
2009; WANG et al., 2009). Outra via de sinalizacdo estudada em ESC € a via Whnt.
Inicialmente, estudos indicavam que a ativacdo da via por WNT3A levava a
autorrenovacao das células (SATO et al., 2004; CAl et al., 2007; ULLMANN et al.,
2008), mesmo que por um curto espaco de tempo (DRAVID et al., 2005; DAVIDSON
et al., 2012; NAKANISHI et al., 2017). Porém, o acumulo de B-catenina, molécula
efetora da via, na célula parece levar a répida diferenciacio em progenitores
mesodermais, e o bloqueio da via aumenta a autorrenovacgao e a propagacao de ESC
(SUMI et al., 2008; DAVIDSON et al., 2012; KIM et al., 2013; BERGE et al., 2014).
Curiosamente, essas respostas a estimulos externos para diferenciagdo parecem ser
mais efetivos em células na fase G1 do ciclo celular (revisado em BOWARD et al.,
2016).

A medida que a ESC avanca para a diferenciacdo, a expressdo de genes
associados a pluripoténcia, como Oct4, Klf4, Nanog e cMyc, séo regulados
negativamente, e genes associados com o folheto embrionario com a qual esta se

comprometendo séo regulados positivamente (STUMPF et al., 2017). Exemplos de
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genes linhagem—especificos sdo a Nestina (ectoderme) (SIDHU; TUCH, 2006),
Sox17 (endoderme) (KING et al., 2008) e Brachyury T (mesoderme) (BAUWENS et
al., 2009).

As células-tronco embrionarias humanas (hESC) j& foram diferenciadas in vitro
em diversas linhagens (ITSKOVITZ-ELDOR et al., 2000; SCHULDINER et al., 2000),
como neural (ZHANG et al., 2001; LEE, G. et al., 2007), pancreatica (D’AMOUR et al.,
2006; KROON et al.,, 2008) e cardiaca (KEHAT; KENYAGIN-KARSENTI, 2001;
MORETTI et al., 2006). Existem diferentes protocolos para o inicio da diferenciacéao
de hESC para essas linhagens, tanto a partir de co-cultivo com células da endoderme
visceral (MUMMERY et al.,, 2003) como de monocamada de células hESC
(LAFLAMME et al., 2007; PAIGE et al., 2010). Ainda, o primeiro protocolo, e um dos
mais utilizados até hoje, € a partir da formacdo de corpos embridides (CEs) (Figura
1.3) (STEVENS, 1960; XU et al., 2002; HE et al., 2003; BURRIDGE et al., 2007; NG
et al., 2011).

)\

Figura 1.3 — Tipos de cultivos inicias de hESC para diferenciacéo in vitro. A) colénias de hESC em co-
cultivo com MEF (Mouse Embryonic Fibroblast, Fibroblasto Embrionario Murino). B) Corpos embriéides
(CEs). Barra de escala: 400um. Fonte: adaptado de XU et al., 2002.

A diferenciagéo cardiomiogénica in vitro das hESC muitas vezes mimetiza o
desenvolvimento embrionario, podendo ser usada como modelo para estudos do
desenvolvimento cardiaco per se e como modelo para pesquisas que abrangem
desde a eletrofisiologia do tecido ate triagem de drogas (revisado em MUMMERY et
al., 2012).

1.2 DIFERENCIACAO CARDIOMIOGENICA IN VITRO
Na diferenciacdo cardiomiogénica in vitro, apds a formacgéo de CEs, as células
sao induzidas a diferenciar em progenitores mesodermais, onde vao deixando de

expressar marcadores de hESC, como EpCAM, e comegcam a expressar marcadores
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de mesoderme, como CD56 (Figura 1.4) (EVSEENKO et al., 2010). Apds confirmar
que as hESC estdo no caminho de diferenciacdo mesodermal pela expressao dos
marcadores como o CD56, essas células sdo induzidas ao estagio de progenitores
cardiacos. Inicialmente, KDR e SSEA-1 eram utilizados como marcadores de
progenitores cardiacos (KATTMAN et al., 2006; BLIN et al., 2010). Porém, KDR é
expresso também em outras linhagens derivadas de mesoderme (KATTMAN et al.,
2011) e SSEA-1 também marca células em diferenciacdo endotelial (BLIN et al.,
2010). Como alternativa para esse problema, células transgénicas com a sequéncia
que codifica GFP (Green Fluorescent Protein) em loci de fatores de transcricdo
envolvidos nessa fase da diferenciagcdo vém sendo utilizadas (MORETTI et al., 2006;
WU et al., 2006; ELLIOTT et al., 2011). Assim, células que deixam ou comeg¢am a
expressar GFP podem ser facilmente identificadas por microscopia de fluorescéncia
ou citometria de fluxo, indicando que estdo comprometidas com determinada linhagem
celular (revisado em MUMMERY et al., 2012).

Fatores de Marcadores

Ca Transcriciao de superficie
F <8 Oct4, Tra-1-60,
“ Nanoig} SSEA4,
- Sox2 EpCAM

Transicao epitélio- l
mesenquimal

Progenitor mesodermal NCAM,
C @ Oct4 SSEAT
BMP4, Activina A,

FGF2, Wnt3a e p——
Insulina ——

@ T, MIXL1

|

BMP4, Activina A,

FGF2, Wnt3a
KDR,
9 Maspl PDGFRa
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’é’;"‘fﬁ SIRPA,
VCAM-1

Figura 1.4 — Marcadores expressos durante a diferenciacdo cardiomiogénica in vitro. Ao longo da
diferenciagcdo, as ESC vao perdendo a expressao de marcadores de pluripoténcia, como Oct4, Nanog
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e Sox2, e passam a expressar genes que identificam a linhagem para a qual estao diferenciando. Fonte:
adaptado de MUMMERY et al., 2012.

Utilizando células que expressam GFP sob o comando de NKX2-5 foi possivel
identificar um marcador de superficie presente a partir do momento que a célula se
compromete com a linhagem cardiaca, a proteina SIRPA (Slgnal Regulatory Protein-
a) (Figura 1.4) (DUBOIS et al., 2011). Uma vez que as células comecem a expressar
Troponina-T e apresentar contragdo, sdo consideradas cardiomidcitos diferenciados
(ZHANG et al., 2010).

1.3 DESENVOLVIMENTO CARDIOMIOGENICO IN VIVO

Durante o desenvolvimento do coracdo no embrido, células da crescente
cardiaca, originadas da mesoderme, se movem em direcdo ao ventre e se fundem,
formando o tubo cardiaco. Na parte superior do tubo estdo localizado os tubos
arteriais, e na parte inferior, os tubos venosos. Nessa fase, o tubo cardiaco é povoado
por células endoteliais e miocardio, e ja possui batimentos, formando um fluxo
sanguineo arterio-venoso. A medida que o desenvolvimento avanca, o tubo cardiaco
cresce e forma um loop (dobramento), aproximando os tubos arteriais e venosos. A
porcao que dara origem aos atrios move-se para cima e para tras, e nessa fase ja é
possivel observar quais por¢ées dardo origem as camaras cardiacas (Figura 1.5). Os
atrios e ventriculos sao divididos pela invaginacdo de células endoteliais, originando
as valvulas cardiacas, e posteriormente sédo divididos em direito e esquerdo. O tubo
arterial é bifurcado para dar origem as artérias aorta e pulmonar (revisado em
DUNWOODIE, 2007).

A) Crescente cardiaca B) Tubo cardiaco linear C) Looping cardiaco D) Coragédo remodelado

oft
ra

cc nt - e

Figura 1.5 - Desenvolvimento cardiaco inicial. cc:crescente cardiaca; ht: tubo cardiaco; oft: tubo arterial,
ra: atrio direito; rv: ventriculo direito; la: atrio esquerdo; Iv: ventriculo esquerdo. Fonte: adaptado de
DUNWOODIE, 2007.



Em nivel molecular, véarios fatores sdo regulados positivamente ou
negativamente durante o desenvolvimento cardiaco. Nos estagios iniciais, proteinas
das familias BMPs, WNTs e FGFs estéo envolvidos no processo. BMP sinaliza para
a cardiomiogénese, WNT para especificacdo cardiada e FGF leva a diferenciacao
miocardica. Uma vez que as células receberam os estimulos desses fatores para
comprometimento cardiaco, comecam a expressar o fator de transcricdo T (T-box
factor Brachyury) e a proteina Mix11. Antes de migrar para a crescente cardiaca, a
expresséo do fator de transcricdo Mesp1 (mesoderm posterior 1) é ativada. A medida
gue essas células vdo migrando para tubo cardiaco, comecam a expressar Nkx2-5,
Thx5 e Is11l. Nkx2-5 recebe os sinais do tubo cardiaco e, juntamente com Tbx5,
participa da formacédo dos compartimentos atrial e ventricular. Nkx2-5 e Tbx5 também
se associam com proteinas da familia GATA (GATA4/5/6) e a SRF (Serum Response
Factor) para ativacdo da expressao génica de actinas, miosinas, troponinas e
estruturas de células cardiacas. GATA4 também participa da formacdo do proé-
epicardio e desenvolvimento cardiaco. Membros da familia MEF2 (Myocyte Enhancer
Factor 2) também participam na ativacdo da expressdo dos genes estruturais
(revisado em MUMMERY et al., 2012). Essa rede complexa de expressao génica é o
inicio da sinalizacdo molecular que dard origem ao coracgédo. Isso sé € possivel pois
uma fina regulacdo da expressdo génica é realizada durante o desenvolvimento

embrionario.

1.4 REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

A expressdo génica é altamente regulada, desde a formacao do transcrito até
a geracao da proteina funcional (Figura 1.6). Essa regulacdo € necessaria para criar
tipos celulares especializados, fazer com que seja expresso o que é necessario para
um dado momento para a célula, e responder adequadamente aos estimulos
ambientais (ALBERTS et al., 2010).

A regulacdo da expressdo génica pode ser dividida didaticamente em trés
etapas: i) controle transcricional, ocorrendo em nivel de transcricdo de um gene; ii)
controle pos-transcricional, regulando o RNA transcrito; e iii) controle pos traducional,
ocorrendo em nivel de proteina, com adicdo de modificacbes poés-traducionais e
formacao de estruturas terciaria e quaternaria (ALBERTS et al., 2010; LODISH et al.,
2014).
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Figura 1.6 - Pontos chave onde a expressdo génica pode ser regulada. Fonte: ALBERTS et al., 2010.

O controle transcricional consiste no controle durante a transcricdo do DNA
para 0 RNA, no nucleo. Entre os pontos chave do controle transcricional, estao
elementos regulatorios que residem distantes do gene, requerendo uma combinacéo
de fatores de transcricdo corretos para iniciar a transcricdo, o enovelamento da
cromatina, levando em conta modificagdes nas histonas e metilagdo no DNA, o que
dificulta ou facilita 0 acesso da maquinaria de transcricdo ao gene (ALBERTS et al.,
2010).

O enovelamento do DNA permite ou ndo 0 acesso da maquinaria de transcricao
para iniciar a transcricdo. Quanto mais compactado estiver o DNA, principalmente na
heterocromatina, menor a chance daquela sequéncia ser transcrita, pois a maquinaria
de transcricdo ndo consegue ter acesso a dupla fita (LODISH et al., 2014). Outra forma
de sinalizar que aquela sequéncia ndo deve ser transcrita é pela modificacdo nas
caudas das histonas, conhecida como “cddigo de histonas”. Essas modificagcbes
consistem em adicdo ou remoc¢ado de moléculas, como grupamentos acetil, metil e
fosfato, nas caudas expostas das histonas onde o DNA esta enovelado no
nucleossomo. Esse codigo é reconhecido por proteinas, e sinaliza se a cromatina
deve estar mais ou menos compactada. A metilacdo do DNA, em citosinas (C)
seguidas de guaninas (G) (ilhas CpG) auxiliam na regulacdo da expresséo génica, ao
impedir que proteinas e fatores de transcricdo se liguem em regides promotoras do
DNA (ALBERTS et al., 2010).

Os fatores de transcricdo agem como reguladores da expressao génica, uma
vez que sao ativados em resposta a diferentes vias de sinaliza¢do, podendo ativar ou
reprimir a expressado de genes alvo de determinadas vias. Além disso, fatores de
transcricdo podem combinar entre si e com co-fatores, criando maquinarias de
transcricdo Unicas, respondendo a um determinado estimulo recebido pela célula. A
distancia dos sitios de reconhecimento desses fatores de transcricdo em relacao ao

gene alvo também é um ponto de controle, exigindo a combinacdo exata de proteinas
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para recrutamento da maquinaria de transcricdo (revisado em WEINGARTEN-
GABBAY; SEGAL, 2014). Uma vez recrutada a maquinaria de transcricdo, a
informagao contida no gene passa a ser transcrita (ALBERTS et al., 2010).

1.4.1 Regulagéo poés-transcricional

A regulacéo pés-transcricional da expressao génica acontece em nivel de RNA,
seja no seu transporte, maturacao, modificagdo ou degradacéo. Consiste em uma das
etapas de regulacdo mais importante para a célula, uma vez que 7% dos genes
codificantes para proteina estdo envolvidos com a regulacdo poés-transcricional e
aproximadamente 25% do transcriptoma esta envolvido em algum nivel com o
metabolismo de RNA (GERSTBERGER et al., 2014).

O splicing alternativo € uma forma de regular a expressao génica, promovendo
a expressao de isoformas proteicas a partir de um mesmo gene, e que podem exercer
papéis diferentes dentro da célula. Um exemplo disso é o gene OCT4, que pode
expressar tanto OCT4A ou OCT4B, dependendo de como ele é processado. OCT4A
possui um papel fundamental na pluripoténcia de células-tronco, enquanto OCT4B
tem seu real papel pouco estudado e é expresso em células sem capacidade de
pluripoténcia (ATLASI et al., 2008).

Muitos genes possuem sitios de poliadenilagéo na regiao 3’-UTR (70-80% dos
RNAs em mamiferos), sendo uma das maneiras de regular a expressdo (SHEPARD
et al., 2011; DERTI et al., 2012), uma vez que uma cauda poly-A maior tem sido
associada a pluripoténcia em ESC (JI et al., 2009; SHEPARD et al., 2011) e uma
atividade menor das poliadenilases esta associada com menor proliferacdo e menor
eficiéncia de reprogramacao de células somaticas (JI; TIAN, 2009; SANDBERG et al.,
2012).

O splicing alternativo também pode aumentar a eficiéncia de traducdo e
estabilidade do mRNA se realizado em regies regulatérias, ou aumentar a
diversidade de moléculas proteicas se realizada na regido codificadora do mRNA
(revisado em YE; BLELLOCH, 2014). Além disso, 0 mRNA maduro pode ser editado,
mudando o sentido da informagdo. As modificagbes mais comuns sdo: i) as
desaminacdes, levando a mudancas de base, como adenosina (A) para uma inosina
(), ou citosina (C) para uracila (U); e ii) delegcbes e inser¢cdes de nucleotideos
(ALBERTS et al., 2010). A quantidade de edicbes no mRNA pode regular negativa ou

positivamente a sua expressao, como ja foi observado em let-7 em ESC. Quando o
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pré RNA de let-7 possui adigdo de algumas uracilas na extremidade 3’-UTR, é levado
a degradacédo (HEO et al., 2008), mas quando é apenas uma uracila, o efeito € de
maturacdo do RNA (HEO et al., 2012).

A exportacao nuclear do mRNA para o citoplasma também pode ser um ponto
chave da regulacao da expressao. Um exemplo disso em ESC séo as proteinas Thoc2
e Thoc5 do complexo THO, que fazem a mediacao entre a transcricdo e a exportacao
nuclear do mRNA, e que, quando silenciadas, impedem a exportacdo de mRNAs
importantes para a manutencao da pluripoténcia dessas células, como Nanog e Sox2,
promovendo a diferenciacdo de ESC. J& em células que superexpressam essas
proteinas, a diferenciacdo € adiada (WANG et al., 2013).

A estabilidade da molécula de mRNA é um ponto importante na regulagédo da
expressao génica, uma vez que moléculas instaveis sdo rapidamente degradadas
pela célula, levando a queda na expressao proteica. A estabilidade do transcrito
também depende de sua localizacdo na célula e esta geralmente associada a sitios
regulatérios presentes na regido 3’-UTR dos mRNAs, reconhecidos por proteinas e
microRNAs (NEFF et al., 2012).

Outro ponto chave da regulacéo pds-transcricional € o controle da traducéo que
€ coordenado por proteinas que se ligam na regido 5-UTR dos mRNAs. Essas
proteinas podem facilitar ou dificultar a ligacdo dos fatores de inicio de traducao,
podem promover a traducéo por sitios IRES (Sitio de Entrada Interna do Ribossomo,
Internal Ribosome Entry Site), e ainda regular o deslizamento dos ribossomos ao
longo do mRNA (revisado em YE; BLELLOCH, 2014).

As moléculas centrais da regulacdo pdés-transcricional, responsaveis pelos
pontos de regulacdo ja descritos, sdo as proteinas de ligacdo ao RNA (RBP, RNA
Binding Proteins) (GERSTBERGER et al., 2014).

1.4.2 Proteinas de Ligacdo ao RNA

As RBPs séo proteinas que possuem dominios de ligacdo ao RNA, que quando
associados formam complexos ribonucleoproteicos (RNPs). As RBPs podem exercer
uma funcdo conjunta nesses complexos RNPs, como ocorre com os ribossomos, ou
esse RNP pode ser transiente, onde a RBP exercera algum papel na maturacao,
localizac&o ou decaimento do RNA. A dinamica desses complexos depende de sua
composicao, alvos e cofatores (GERSTBERGER et al., 2014).
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A evolucdo dos métodos in vitro e de sequenciamento permitiu descobrir as
estruturas dos dominios de ligacdo ao RNA das RBPs e quais sao seus alvos. As
técnicas de sequenciamento, como CLIP-Seq (Crosslinking and immunoprecipitation
followed by sequencing) e RIP-Seq (RNA immunoprecipitation and sequencing),
geralmente séo utilizadas para a obtencdo das sequéncias nos RNAs alvos. Apesar
do avanco, o mecanismo e a regula¢cdo de algumas RBPs ainda ndo é bem entendido
(GERSTBERGER; HAFNER; TUSCHL, 2014). Em Drosophila e C. elegans 2% de
seus genomas codificam para RBPs, e esse numero aumenta para 5-8% em
leveduras (LASKO, 2000; KEENE, 2001; LEE; SCHEDL, 2006), destacando a
importancia das RBPs na regulagéo fina da expresséao génica.

RBPs possuem um ou mais dominios de ligagcdo ao RNA e séo classificadas
em familias de acordo com a anotacdo desses dominios, como por exemplo os
dominios RRM, KH, CSD, zinc-finger e PUF. Analisar a estrutura das RBPs pode
ajudar a entender a sua funcao e como seus dominios interagem com o RNA (revisado
em GLISOVIC et al., 2008; GERSTBERGER et al., 2014).

1.5 PUMILIO

A familia de RBPs conhecida como PUF (Pumilio-Fem-3 binding factor) é
altamente conservada entre as espécies, sendo encontrada em plantas (ABBASI et
al., 2011), insetos (PARISI; LIN, 1999; EDWARDS et al., 2003), nematelmiltos (VAID
et al., 2013; PRASAD et al., 2016) e mamiferos (MOORE et al., 2003; SPASSOV, D.
S.; JURECIC, 2003; ETTEN et al., 2012; SHIGUNOV et al., 2012).

As proteinas PUF possuem um dominio de ligagdo ao RNA conhecido como
Dominio de Homologia de Pumilio (PUM-HD, Pumilio Homology Domain). Esse
dominio est& localizado na regido C-terminal da cadeia polipeptidica, e possui oito
repeticbes PUF em tandem formando um arco. Cada repeticdo € composta por 36
aminoécidos que formam trés a-hélices (Figura 1.7A) (EDWARDS et al., 2001; WANG
et al., 2001, 2002).

Na face interna desse arco, na altura da hélice 2 de cada repeticdo, estdo
presentes aminoacidos de caracteristicas aromaticas e basicas, que interagem com o
RNA. Essa interagcéo ocorre na extremidade 3’'UTR de RNAs alvos, regido que possui
uma sequéncia consenso de 8 nucleotideos, conhecida como Elemento de
Reconhecimento de Pumilio (Figura 1.7B) (PRE, Pumilio Response Element). Essa

sequéncia se apresenta bastante conservada entre as espécies, contendo o triplete
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UGU no seu inicio, sendo o restante das bases diferentes entre as PUFs de diferentes
espécies (WANG et al., 2002).
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Figura 1.7 - Estrutura de PUM-HD e o sitio PRE. A) Em vermelho, apenas o dominio e suas repeti¢cdes.
Em verde, o dominio interagindo com o RNA. B) A sequéncia consenso PRE, presente nos mRNAs
alvos. Fonte: adaptado de MILLER; OLIVAS, 2011 e EDWARDS, 2015.

A face externa do dominio interage com outras proteinas, como NOS1
(JARUZELSKA et al., 2003), BOULE (URANO et al., 2005), STAU (DUBNAU et al.,
2003) e DAZL (MOORE et al., 2003). Essas proteinas formam complexos proteicos
envolvidos na regulacdo pos-transcricional em diferentes organismos, incluindo
humanos (XU et al., 2001; JARUZELSKA et al., 2003; MOORE et al., 2003; FOX et
al., 2005).

A regido N-terminal da cadeia polipeptidica ndo € tdo conservada, ainda que
apresente regides que podem ser regulatorias, como motivos ricos em glutamina e
asparagina, o que facilita a agregacdo das moléculas (SPASSOV, D. S.; JURECIC,
2003; SALAZAR et al., 2010).

Em humanos, sdo encontrados dois homélogos da familia PUF: PUMILIO 1
(PUM1) e PUMILIO 2 (PUM2). Esses homadlogos possuem 91% de identidade em
relacdo ao dominio de ligagdo ao RNA (ETTEN et al.,, 2012). Ja foi observada
expressédo de PUM1 e PUM2 em hESC e diversos tecidos humanos fetais e adultos,
indicando uma possivel participacdo na manutencao de células germinativas (MOORE
et al., 2003). Em um estudo com ESC de camundongo, Puml foi descrita como
reguladora negativa de mRNAs que codificam a fatores transcricionais que mantém a
capacidade de autorrenovacgao, enquanto Pum2 nao mostrou o mesmo efeito (LEEB
et al., 2014).
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1.5.1 Parceiros de Pumilio

A interacdo de Pumilio com Nanos & bem caracterizada e descrita em
Drosophila, onde a interacéo proteina-proteina ocorre nas repeticdes 7 e 8 do dominio
PUM-HD. Essa interacdo expde o dominio CCHZ dedos de zinco de Nanos, o qual
interage com 0 MRNA alvo. Pumilio também sofre uma mudanca conformacional para
expor um sitio onde Brat, uma RBP, interage através de seu dominio NHL. Esse
complexo, chamado complexo quaterndrio, recruta deadenilases e promovem o
decaimento do mRNA alvo (WREDEN et al., 1997; SONODA; WHARTON, 1999,
2001; EDWARDS et al., 2003).

Complexos como esse sao formados em diferentes organismos. Em C.
elegans, FBF interage com Nanos-3 para recrutar deadenilases (KRAEMER et al.,
1999; BERNSTEIN et al., 2005; SUH et al., 2009). Em Xenopus, XPuml interage com
Xcat-2, homélogo de Nanos, e CPEB, para regular o transcrito de ciclina B
(NAKAHATA et al., 2003; PIQUE et al., 2008). Em Sacharomyces cerevisiae, Puf4
forma um complexo de deadenilacdo ao interagir diretamente com Pop2, e recrutar
Ccr4d e o restante do complexo NOT (GOLDSTROHM et al., 2007). Em humanos,
PUML1 e PUM2 possuem uma interagéo fisica com CNOT7 e CNOTS8, que por sua vez,
interagem com CNOT6 e CNOT6L, formando um complexo de deadenilacédo (ETTEN
et al., 2012).

PUM1 e PUM2 interagem também com DAZ, DAZL e BOULE, embora seu
mecanismo de acdo ainda ndo tenha sido bem elucidado (MOORE et al., 2003;
URANO et al., 2005; revisado em KIANI et al., 2017). DAZ é associada com a
espermatogénese, sendo expresso somente em células germinativas masculinas.
DAZL, seu homélogo ancestral, € expresso em células germinativas masculina e
feminina (REIJO et al., 2000, 2005). A interacdo entre PUM e DAZ ocorre nas regides
de ligacdo ao RNA das duas proteinas, PUM-HD e DAZ, respectivamente. Essa
interacdo forma um complexo estavel, sendo capaz de reconhecer PRE em mRNA
alvos (MOORE et al., 2003).

BOULE (BOL) é uma RBP da familia DAZ/BOL. Sua interacdo com PUM?2
ocorre entre a regiao de ligagdo ao RNA, RRM (RNA recognition motif, motivo de
reconhecimento de RNA) e repeticbes DAZ em BOL e repeticdo PUF-1 e regibes
flanqueadoras do dominio PUM-HD em PUM2 (URANO et al., 2005). Em Drosophila
e Xenopus, Pumilio foi associada com a regulacéo de ciclina B (ASAOKA-TAGUCHI
et al., 1999; NAKAHATA et al., 2003). Em moscas, camundongos e humanos, BOL foi

associado com a regulacao de Cdc25, proteina requerida no complexo cdc2/ciclina B,
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na progressao do ciclo celular de G2 para M (MITRA; SCHULTZ, 1996; XU et al.,
2003; LUETJENS et al., 2004).

Staufen (STAU) € uma RBP que reconhece RNA de dupla fita (dsRNA, double
strand RNA) (KRICHEVSKY; KOSIK, 2001). Participa da localizacdo celular de
MRNAS alvo em oocitos e neurdnios de Drosophila (JOHNSTON et al., 1991; Ll et al.,
1997; MICKLEM; ADAMS, 2000; ROEGIERS; JAN, 2000). Em mamiferos pode ser
encontrada em granulos dendriticos (TANG et al., 2001). Em Drosophila, Stau foi
descrita como possivel parceira de Orb, um homologo de CPEB (LANTZ et al., 1994).
Nesse mesmo organismo, Pumilio esta associada com agregacao de CPEB atraves
do seu motivo rico em asparagina e glutamina, regulando o tamanho da cauda poli-A
de mRNAs (PIMENTEL; BOCCACCIO, 2014). A interagdo com Pumilio foi descrita em
Drosophila, onde, juntas, regulavam a memoria da mosca (DUBNAU et al., 2003).
Mais tarde, Orb foi associado aos granulos de Pumilio e Stau nos neurdnios de
Drosophila (PAI et al., 2013). Em mamiferos, Pum2 forma um complexo com Stau2,
impedindo a diferenciacdo precoce do precursor de glia radial em neurdnio, regulando
MRNASs de genes como Trim32 e B-actina (LIEGRO et al., 2014).

1.5.2 Mecanismos de acéo de Pumilio

O mecanismo de acéo de Pumilio primeiramente descrito foi pela formacgéo de
um complexo Pumilio-RNA em Drosophila. Nesse organismo, Pumilio forma um
gradiente ao longo do embrido e exerce um efeito repressor ao se ligar a regiao 3’'UTR
do mRNA do gene hunchback durante o desenvolvimento embrionario. Isso permite a
formacédo do abdomen da mosca (MURATA et al., 1995; GAMBERI et al., 2002).

Além do gene hunchback, ainda em Drosophila, Pumilio suprime mRNA de
ciclina B em células da linhagem germinativa, promovendo a autorrenovacao das
células por divisbes assimétricas, mantendo as células-tronco e regulando a
diferenciagcdo (KADYROVA et al.,, 2007; CATELAIN et al., 2014). Em C. elegans,
proteinas FBF regulam a expressdo de gld-1, assegurando a autorrenovacdo de
células-tronco (CRITTENDEN et al., 2002). Em Dyctiostelium, PufA regula PKA-C, a
unidade catalitica da kinase dependente de cAMP, promovendo 0 crescimento
mitético de células-tronco (SOUZA et al., 1999).

Entre os alvos de Pumilio, também estdo componentes de vias de sinalizacao
importantes para a célula. Em camundongos, Puml suprime a expressdo de

componentes das vias de p53, de sinalizacdo de MAP-kinase e do ciclo celular
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(revisado em BLACKINTON; KEENE, 2014). Em humanos, PUM2 é capaz de reprimir
a expressao dos mRNAs de ERK2 e p38A, participantes da via de sinalizacdo MAP-
kinase (LEE, M. H. et al., 2007). PUM1 parece regular componentes das vias Wnt e
Ras (GALGANO et al., 2008). E PUM1 e PUM2 regulam a via do interferon (IFN), ativa
durante infeccdes virais (NARITA et al., 2014).

Foi descrito recentemente que PUM1 pode levar ao decaimento de mRNAs
alvos, recrutando principalmente deadenilases do complexo CCR4-NOT, levando ao
encurtamento da cauda poli A (GOLDSTROHM et al., 2007; ETTEN et al., 2012). Em
outros organismos, foi descrito que Pumilio pode recrutar outras deadenilases, como
Pan2 (LEE et al., 2010) e PARN (KIM; RICHTER, 2006).

Outro mecanismo da acéo da Pumilio proposto é dessa proteina evitar a ligagédo
dos fatores de inicio de traducdo, como o elF4E e elF5B, ao mRNAs, impedindo o
inicio da traducao ou, até mesmo, interagindo com o cap 5’ (CHO et al., 2006; DENG
et al., 2008; CAO et al., 2010)

As interacdes proteicas das proteinas PUF ou sua localizagédo celular podem
alterar o seu mecanismo de acdo (revisado em KIANI et al., 2017). Em Xenopus,
durante a maturacao de oocitos, XPum1 é recrutada no complexo CPEB para ativar a
traducdo dos transcritos de ciclina B (KIM; RICHTER, 2006). Em leveduras, Puf3
medeia a translocacao de transcritos codificantes de proteinas mitocondriais entre o
nacleo e a mitocondria (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2007; SAINT-GEORGES et al.,
2008; ELIYAHU et al., 2010). Semelhante a Puf3, em humanos, PUM2 parece ter a
mesma funcdo em neurdnios (VESSEY et al., 2006, 2010).

Pumilio também tem sido amplamente associada com o sistema de regulacao
via microRNAs. Em humanos, PUM1 reconhece sitios PRE nos transcritos de p27,
levando a uma mudanca conformacional do transcrito, expondo sitios de miR-221 e
miR-222 (KEDDE et al., 2010). O mesmo é observado na interacdo entre PUM e o
transcrito do oncogene E2F3 (MILES; TSCHOP; HERR; JI, J.-Y.; et al., 2012). Em
células germinativas masculinas, PUM2 e NANOS1 formam complexos com GEMIN3,
uma proteina que auxilia no silenciamento génico mediado por mMiRNAs
(SCHWAMBORN et al., 2009).

1.5.3 Regulacéo de Pumilio
Algumas formas de regular a expresséo e a agdo de Pumilio foram descritas na

literatura, como a fosforilagdo de Puf6 em leveduras (DENG et al., 2008) e a
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competicdo de um inibidor pelo sitio no dominio PUM-HD que reconhece PRE, em
Drosophila e C. elegans (ECKMANN et al., 2002; KIM et al., 2010).

Em humanos, uma das formas descritas é a autorregulacdo de PUM. Os
transcritos de PUM1 e PUM2 possuem sitios PRE, e sé@o autorregulados por PUM1
(Figura 1.8A) (MORRIS et al., 2008). Outra forma descrita é através de NORAD, um
RNA néo codificante longo (IncRNA, long non-coding RNA), que possui 15 sitios PRE
e age como uma esponja de moléculas de PUM, impedindo que essas RBPs se liguem
nos mMRNAs alvo (Figura 1.8C) (LEE et al., 2016). Uma terceira forma do controle da
expressdo génica é por silenciamento génico mediado microRNA. Um sitio
conservado de ligacdo do miR-134 ja foi identificado na regidao 3’UTR de PUMZ2, o que

indica uma possivel regulacdo por essa via (Figura 1.8B) (FIORE et al., 2009).
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Figura 1.8 — Mecanismos de regulacdo de PUMILIO. A) Autorregulacdo de PUM2 pela presenca de
PRE na regido 3'UTR do mRNA. B) Regulagcado de PUMILIO através de miRNA. A regiao 3'UTR de
PUMZ2 possui um sitio de ligagdo a miR-134. C) Regulacdo de PUMILIO através de IncRNA. O IncRNA
NORAD possui 15 sitios PRE, agindo como uma esponja das moléculas proteicas de PUMILIO,
regulando sua atividade. Fonte: adaptado de LEE et al., 2016 e KIANI et al., 2017.

1.6 SILENCIAMENTO GENICO

O mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI, RNA interference) controla a
expressdo génica, levando ao silenciamento génico através da associacdo de
pequenos RNAs né&o codificantes ao complexo de inducgéo do silenciamento por RNA
(RISC, RNA-induced silecing complex), levando o mRNA alvo a degradacao
(TABERNERO et al., 2013; revisado em KOBAYASHI; TOMARI, 2016).

Existem diferentes tipos de pequenos RNAs que participam do silenciamento

génico. O microRNA (miRNA), de aproximadamente 22 nucleotideos, foi descrito
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primeiramente em C. elegans em 1993, por Ambros e colaboradores, regulando o
gene lin-4 (LEE et al., 1993). Ele é sintetizado pela RNA-polimerase Il como um pri-
RNA (miRNA primario), contendo loops em sua estrutura (LEE et al., 2004). Ainda no
nacleo, o pri-miRNA é reconhecido por seus loops pelo complexo Drosha-DGCRS,
clivando o pri-miRNA a pré-miRNA (precursor) numa estrutura de grampo de cabelo
(hairpin) (HAN et al.,, 2004). Esse hairpin € exportado para o citoplasma pela
Exportina-5 (YI et al., 2003) e reconhecido pela enzima Dicer, que fara a retirada do
loop do hairpin e clivard o miRNA no tamanho de 20 a 24 nucleotideos, deixando-o
dupla fita e com pontas coesivas nas extremidades 3’. Esse miRNA é reconhecido
pela Argonauta, proteina que faz parte do complexo RISC. De modo geral, a fita mais
estavel da dupla fita irA compor o complexo, e a outra degradada (HUTVAGNER,
2005). J4 no complexo RISC, o miRNA (sequencia seed) pareia com mRNA alvo que
contém a sequéncia complementar. Geralmente, o pareamento do miRNA é parcial,
direcionando 0 mRNA aos corpos de processamento (p-bodies) (Figura 1.9) (revisado
em HAMMOND, 2005; ALBERTS et al., 2010; LODISH et al., 2014; WATSON et al.,
2015).
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Figua 1.9 — Mecanismo de expressao e acdo de miRNA.
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Os RNAs pequenos de interferéncia (SiRNA, small interfering RNAs) sdo RNAs
nao codificantes de aproximadamente 21 nucleotideos, derivados de RNAs dupla fita,
podendo ser enddgeno ou exdégeno (WATSON et al., 2015). Foram descritos pela
primeira vez em 1998 por Fire e colaboradores em C. elegans (FIRE et al., 1998). Sua
biogénese comeca com um dsRNA longo, que é processado pela Dicer, seguindo pelo
caminho semelhante ao miRNA. O pareamento com o mRNA alvo é total, levando a
clivagem do mRNA pela propria Argonauta presente no RISC (WATSON et al., 2015;
revisado em KOBAYASHI; TOMARI, 2016).

In vitro, é possivel inserir SIRNA em células, como sequéncia complementar de
um gene de interesse, levando ao silenciamento desse gene atraveés do decaimento
do seu mRNA, também conhecido como knockdown. A forma mais simples é
transfectar siRNA sintéticos diretamente na célula (Figua 1.10 A), porém o efeito é
transiente e a capacidade de transfeccéo depende do tipo de célula (MOORE, C. B.
et al., 2010). Outra maneira é introduzir um vetor plasmidial contendo a sequéncia que
codifica para um short hairpin RNA (shRNA), que mimetiza a biogénese de miRNAs a
partir de seu processamento pela Drosha (Figura 1.10 B) (PADDISON et al., 2002;
WETERING et al., 2003). Entretanto, os limites dessa técnica sdo parecidos com a
citada anteriormente: a célula precisa ser capaz de ser transfectada e o vetor precisa
chegar ao nucleo para ser transcrito.

O sistema lentiviral, descrito por Naldini e colaboradores (1996), consiste na
construcdo de vetores lentivirais, ndo replicativos, com capacidade de inserir no
genoma da célula transduzida uma sequéncia de interesse. Uma vez integrada no
genoma, essa sequéncia sera transcrita e expressa constitutivamente (NALDINI et al.,
1996). A sequéncia de interesse contida no vetor lentiviral podera dar origem a um
shRNA (PADDISON et al., 2002), que seré transcrita e processada similarmente como
ocorre naturalmente pela célula (Figura 1.10 C) (MOORE et al., 2010A).
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Figura 1.10 — Mecanismos de RNAI in vitro. A) Transfeccdo com siRNA. B) Transfeccdo com vetor
plasmidial contendo uma sequéncia que dara origem a um shRNA. C) Transdug&o com vetor lentiviral
contendo uma sequéncia que dard origem a um shRNA. Fonte: adaptado de SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY.
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2 JUSTIFICATIVA

Desde seu isolamento (THOMSON et al., 1998), as hESC tém mostrado grande
potencial para aplicacdo em terapias celulares, principalmente pela sua capacidade
de propagacédo in vitro e sua pluripoténcia, mostrando eficacia e seguranca em
tratamentos com pacientes portadores de doencas pancredticas, oculares e
neurodegenerativas (revisado em TROUNSON; DEWITT, 2016). Doze anos apés o
primeiro isolamento de hESC, foi realizado o primeiro ensaio clinico com essas
células, visando a correcdo de uma injuria da medula espinhal (revisado em ILIC;
OGILVIE, 2017). Segundo o site Clinical trials (iniciativa do U.S. National Institutes of
Health, acesso em clinicaltrials.gov), em 2017, cerca de 51 estudos clinicos usando
ESC estdo sendo conduzidos. Entre as doencas estudadas estdo: infertilidade
(ClinicalTrials Identifier: NCT00353197, NCT02713854, NCT00353210); degeneracao
macular (NCT02590692, NCT02903576, NCT02755428, NCT01344993); Parkinson
(NCT03119636), e isquemia aguda do miocardio (NCT02057900). Logo, entender
como hESC regulam sua expressdo génica € buscar caminhos que levem a melhor
aplicacao dessas células clinicamente.

Entre as moléculas que auxiliam na regulacdo da expressao génica, esta
Pumilio, uma RBP altamente conservada entre as espécies. Em humanos, os dois
homélogos de PUMILIO séo encontradas em hESC (MOORE et al., 2003), porém seu
papel na pluripoténcia e nos processos de diferenciacdo dessas células sdo poucos
elucidados. Uma vez que essa RBP tem sido associada a esses processos em outros
organismos, elucidar seu papel na regulacdo de hESC pode ajudar a direcionar a
diferenciacdo para uma linhagem de interesse, aumentando a eficiéncia e seguranca

no uso dessas células na terapia celular.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do silenciamento génico de PUMILIO na manutengédo do
estado nao diferenciado e diferenciacdo cardiomiogénica de células-tronco

embrionarias humanas, utilizando o sistema lentiviral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar a expressdo de PUM1 e PUM2 em hESC e durante diferenciacao
cardiomiogénica;

2) Silenciar de forma constitutiva a expressdo de PUM1 e PUM2, separada e
simultaneamente, em hESC através do sistema lentiviral;

3) Avaliar o efeito do silenciamento no estado indiferenciado e no processo de
diferenciacéo cardiomiogénica;

4) Analisar a expressao de: marcadores de pluripoténcia, de cardiomiogénese, e
de alvos de PUMILIO durante o processo de diferenciagdo das hESC
silenciadas;

5) Buscar identificar as redes de regulacéo controladas pelas proteinas PUMILIO,
durante a cardiomiogénese, baseado na expressdo dos alvos de PUMILIO

envolvidos no processo.
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4 METODOLOGIA
4.1 COMITE DE ETICA

Esse projeto teve aprovagdo do Comité de Etica em Pesuisa (CEP) da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sob o parecer n° 1.308.195 (CAAE:
48374715.8.0000.5248) (Anexo X).

4.2 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE PUMILIO

As sequéncias de mRNA e proteica de PUM1 (NM_001020658.1) e PUM2
(NM_001282752.2) foram retiradas do GenBank, alinhadas utilizando algoritmo
Muscle (EMBL-EBI, v3.8.31) e analisadas no software de alinhamento de sequéncias
GeneDoc (v2.7). Na sequéncia proteica de PUM1 e PUM2, foi identificada a regido de
ligacdo ao RNA, segundo Wang e colaboradores (2001). Na sequéncia de mRNA,
foram identificadas as regides de pareamento do shRNA, tanto em PUM1 quanto em
PUM2.

4.3 PRODUGAO DE LENTIVIRUS

As células HEK293FT foram cultivadas em garrafas de 75 cm2 em 10 mL de
DMEM suplementado (10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina e 1% de penicilina
e streptomicina) em normoxia (5% CO2) a 37°C. Apds uma semana, foi dado inicio ao
protocolo de producédo, que consiste em 5 dias. No dia 1, as células foram cultivadas
em placas de Petri de 100 mm, em uma concentracéo de 5x10° células por placa, em
10 mL de DMEM suplementado, a 37°C. No dia 2, o meio foi substituido por 4 mL de
Optimem® (Thermo Fisher Scientific) por 30 minutos, em normdxia a 37°C. Foram
feitas duas solugbes: a primeira contendo 500 pL de Optimem® e 30 pl de
Lipofectamina 2000 (Invitrogen), e a segunda contendo 500 pL de Optimem®, 10 pl do
Mix Lentiviral MISSON® (Sigma-Aldrich) e 5 pg do plasmideo pKLO (Anexo I)
contendo a sequéncia shRNA para PUM1, PUM2 ou um plasmideo contendo uma
sequéncia de shRNA embaralhada, denominada scrambled (Sc), usada como
controle. Cada solucdo foi incubada separadamente por 10 minutos. Apos esse
tempo, as duas foram incubadas juntas por 20 minutos e entédo, adicionadas sobre as
células, para a transducéao viral. Apos 4 horas, o meio foi substituido por 10 mL de
DMEM suplementado. No dia 3, o meio foi trocado e descartado. No dia 4, foi feita a
primeira coleta do meio com as particulas virais. No dia 5, foi feita a segunda coleta
do meio e essas coletas foram processadas. Esse processamento consiste em filtrar

0 meio com filtro com poros de 0,22 um e centrifugados em ultracentrifuga Himac
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CP80WX (Hitachi) a 141000 x g (Figura 4.1). As particulas virais foram
ressuspendidas em PBS/BSA 1% (solugbes e tampdbes descritos no Anexo Il),
aliquotadas e estocadas a -80°C.

i ain o

Figura 4.1 — Esquema de produgéo dos lentivirus. No dia 1 (D1), as células séo cultivadas. No dia 2
(D2), é realizada a transfeccao dos plasmideos de montagem das particulas virais e do plasmideo
contendo o shRNA de interesse. No dia 3 (D3), o meio é trocado por um fresco. Nos dias 4 e 5 (D4/5),
0 meio é coletado e no dia 5 (D5), esse meio coletado é processado por filtragem e centrifugacées para
purificar as particulas virais.

D4/5 D5

4.4 CULTIVO DE hESC

A linhagem utilizada nesse projeto € a h32.5/GFP, doada pelo Instituto de
Pesquisa Pediatrica Murdoch, em Melbourne, na Australia (Termo de Doacédo de
Material no Anexo IX). Essas células possuem GFP associado ao promotor de
NKX2.5, fator de transcricdo envolvido no inicio do processo de diferenciacéo
cardiomiogénica (ELLIOT et al, 2011).

As células foram cultivadas de duas maneiras: Matrigel e MEF (fibroblastos
embrionarios murinos, Murine Embryonic Fibroblast). Na primeira maneira, as placas
utilizadas (Petri de 60 mm ou placas com 6 pocgos) foram tratadas com matriz de
Matrigel® (Corning) preparado com 3 mL de DMEM/F12 um dia antes do
descongelamento das células. As células foram plaqueadas nas placas tratadas com
Matrigel® e cultivadas com 3 mL de mTeSR1™ (Stemcell technologies), meio
especifico para células-tronco pluripotentes, suplementado com 0,7% de penicilina e
streptomicina (PS), em normodxia (5% CO2) a 37°C. Na segunda maneira, MEF foram
cultivados em placa de 6 po¢os em meio 2 mL de DMEM suplementado (10% de soro
fetal bovino, 1% de L-glutamina e 1% de penicilina e streptomicina) em norméxia a
37°C, por 24 horas. As hESC foram, entdo, plagueadas sobre a MEF, em meio 3 mL
de DMEM/F12 suplementado (20% de soro knockout, 1% de L-glutamina, 1% de
penicilina e streptomicina, 1% de aminoacidos n&o essenciais, 0,1% de pB-
mercaptoetanol 55 mM e bFGF 1 pl/ml).

4.5 CURVA DE PUROMICINA
As hESC transduzidas com os vetores lentivirais foram selecionadas com o uso

de puromicina, pois 0s vetores possuem a sequéncia de shRNA e também possuem
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um gene que confere resisténcia a puromicina. Para determinar a concentracédo de
puromicina necessaria para eliminar apenas as células ndo transduzidas, foi
necessario fazer um ensaio, com diferentes concentracdes da droga em células sem
os vetores lentivirais. Uma placa de 96 pocos foi preparada com matriz de Matrigel®
e, 24 horas depois, foram plaqueadas 2x10* células por poco. Apds 96 horas do
plaqueamento, o antibiotico foi adicionado a cultura em concentragfes que variaram
de 10 a 750 ng/ml, apds dois dias a puromicina foi adicionada novamente. No dia 7, a
viabilidade das células foi conferida pelo ensaio de captacdo do vermelho neutro.

A captacdo do vermelho neutro foi realizada lavando-se o po¢co com 50 pl de
PBS 1X, e adicionando 250 pl da solugdo de corante vermelho neutro diluido em meio
de cultivo (758 ul de vermelho neutro concentrado para cada 100 ml de meio de
cultivo). As células foram incubadas por 3 horas a 37°C em normoxia. Entdo, o meio
foi retirado e foi adicionado 100 pl de solucdo etanol 50%/acido acético 1%. Essa
solucéo solubiliza o vermelho neutro que estava nos lisossomos das células viaveis,

deixando a solucao corada. A leitura foi realizada em leitor de absorbéancia, a 540 nm.

4.6 TITULACAO DOS VETORES LENTIVIRAIS

As hESC foram plaqueadas em placa de 96 poc¢os, numa concentracdo de
2x10* células por poco usando 100 pl do meio mTeSR, em matriz de Matrigel
preparada 24 horas antes. O meio é trocado todos os dias e, apds 96 horas, as células
atingiram uma confluéncia de 80%. O protocolo de titulacdo dura 14 dias a partir da
adicdo dos virus. No dia 1, os vetores lentivirais foram diluidos seriadamente (10 a
10") em meio contendo polibrene na concentracgédo final de 8ug/ml, para aumentar a
eficiéncia de transducéo (DAVIS et al., 2002), e adicionados sobre as células (50 pl).
No dia 2, o meio foi trocado. A partir do dia 3, a cada dois dias o meio foi trocado (200
pl) com a adicdo de 250 ng/ml de puromicina. No dia 14, as células foram coradas
com DAPI e visualizadas em microscépio 6tico. As fotos foram obtidas de cinco

campos de cada poco e as colbnias resistentes foram contadas manualmente.

4.7 TRANSDU(;AO DAS hESC PARA O SILENCIAMENTO DE PUMILIO

As hESC foram cultivadas em MEF (item 4.4) até atingirem uma confluéncia de
80%. As células foram tripsinizadas, plaqueadas em placa de 6 pocos tratada com
Matrigel® com Fator de Crescimento Reduzido (Corning) e incubadas em normdxia a
37°C por 24 horas. Os vetores lentivirais foram adicionados sobre as células na

diluicdo 103, em meio contendo polibrene (8 ng/ml) e as células foram incubadas em
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normoéxia a 37°C por 24 horas. Apos esse periodo, a morfologia das células foi
analisada e foram extraidos RNA e proteinas para confirmar o silenciamento por RT-
gPCR e Western blot.

4.8 EXTRACAO DE RNA, SINTESE DE cDNA E PCR

A extracado de RNA foi feita com kit RNeasy (QIAGEN), seguindo as instru¢gdes
do fabricante para células animais. As células foram lisadas com 600ul de tampé&o
RLT com 1% de B-mercaptoetanol. Entéo, foi adicionado 600ul de etanol 70% e o
lisado foi centrifugado em coluna do kit por 15 segundos a 8000 x g. O filtrado foi
descartado e a coluna lavada com 350 pl do tampdo RW1, por 15 segundos a 8000 x
g. O filtrado foi descartado e a coluna foi tratada com uma solucéo de 10 pl de DNAse
| (50 U) e 70 pl de tampé@o RDD, por 15 minutos, a temperatura ambiente. A coluna foi
lavada com 350 pl de tampdo RW1, por 15 segundos a 10000 x g. O filtrado foi
descartado, e a coluna lavada com 500 pl do tampéo RPE, por 15 segundos a 10000
X g. Em um novo tubo de coleta, a coluna foi centrifugada mais uma vez por 1 minuto
a 10000 x g. Em um tubo de coleta livre de RNAse, o RNA foi eluido da coluna com
adicdo de 30 pl de agua (livre de RNAse), por 1 minuto a 10000 x g. A quantificacdo
do RNA foi realizada em equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) e
estocado a -80°C.

A sintese de cDNA foi feita com a enzima transcriptase reversa Improm I
(Promega), seguindo as instrucdes do fabricante. Resumidamente, foi aliquotado 1 pg
de RNA em até 10,1 pl. Entéo, 1 pl de oligoDT foi adicionado e a solugéo foi incubada
por 5 minutos a 70°C e por 5 minutos no gelo. Foi adicionado 8,9 pl da solucao da
reacao (Anexo Il), e a amostra foi incubada por 5 minutos a 25°C, por 60 minutos a
42°C e 15 minutos a 70°C. Apds o término da reacao, foi adicionado 100 pl de agua
ultrapura. O cDNA foi estocado a -20°C.

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (quantitative
Polimerase Chain Reaction, gPCR) foi realizada utilizando o reagente SyBR Green
Master Mix (Thermo Fisher Scientific), oligonucleotideos iniciadores (primers)
especificos para o gene de interesse (as sequéncias de primers estao presentes no
Anexo Ill) e agua ultrapura, nas proporc¢des especificadas no Anexo Il. As reacdes
ocorreram em equipamento LightCycler 96° (Roche). A analise da expressao foi feita
normalizando o Ct com o Ct de um gene normalizador, GAPDH, e usando a formula
de 2-28Ct que fornece a quantificagéo relativa (HAIMES; KELLEY, 2014).
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4.9 EXTRACAO DE PROTEINAS E WESTERN BLOT

Para extracdo de proteinas, as células foram coletadas em tubos de
polipropileno, centrifugadas a 250 x g e lavadas 2 vezes com PBS 1X. As células
foram suspendidas em 100 pl de Tampéao de Amostra 1X (TA 4X diluido em PBS 1X,
Anexo Il). As amostras foram aquecidas a 94°C por 10 minutos e armazenadas a -
20°C.

Para ensaio de Western blot, as amostras foram aplicadas no gel em um
volume de 35 pl. As proteinas foram separadas em SDS-PAGE (Anexo Il) em gel de
poliacrilamida 10%, a 30 mA por 2 horas, e transferidas para membrana de
nitrocelulose a 60 V, 4°C por 2 horas. O bloqueio da membrana foi realizado em
tampéo TBS 1X 0,1% Tween 20 5% leite 3% BSA 1% soro humano, overnight, e a
incubacdo do anticorpo primario anti PUM1 ou anti PUM2 (1:5000) e anti-8 actina
(1:1000) (Anexo V) foi feito em TBS 1X Tween 20 0,1%, a 4°C overnight sob agitacao.
A membrana foi lavada 3 vezes com TBS 1X 0,1% Tween 20, por 5 minutos. A
incubacéo do anticorpo secundario conjugado com peroxidase (1:2500) foi realizado
em TBS 1X 0,1% Tween 20, a temperatura ambiente por 1 hora. A membrana foi
lavada 3 vezes com TBS 1X 0,1% Tween 20, por 5 minutos. A revelacdo da membrana
foi feita com kit HRP Chemiluminescent Substrate Reagent (Thermo Fisher Scientific).
A leitura do sinal foi feita no equipamento ChemiExpress (Loccus Biotecnologia), com

tempo de exposi¢cdo da membrana entre 30 segundos a 2 minutos.

4.10 DIFERENCIAQAO CARDIOMIOGENICA

O protocolo de diferenciacéo, adaptado de Kattman e colaboradores (2011), foi
iniciado quando as células alcancaram 80-90% de confluéncia.

Primeiramente, as células sédo induzidas a formar corpos embridides (CESs),
agregados com 10-20 células (DO), para isso, as células sdo submetidas ao
tratamento com Colagenase | (1 pg/ml) por 20 minutos a 37°C. Apds esse periodo, a
Colagenase | foi retirada e foi adicionada Tripsina (0,25%) de 1 a 2 minutos. Apos
esse tempo, a Tripsina foi inativada com adicdo de meio DMEM F12 50% SFB 50%
DNAse (1 pl/mL, 210 U). As células foram coletadas mecanicamente com auxilio de
um rodinho para suspensédo e foram centrifugadas a 230 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em meio base,
composto por Stempro34, suplementado com penicilina e estreptomicina 1%,
glutamina 1%, transferrina 150 pg/mL, acido ascoérbico 50 pg/mL e MTG 0,09 pL/mL,

e adicao de BMP4 (0,5 ng/ml). As células foram plagueadas em placa de 6 po¢cos nédo
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aderente e incubadas em estufa com 5% de CO2, 5% de O2 (hipdxia), a 37°C por 24
horas.

No dia seguinte, os CEs foram induzidos a diferenciacdo de mesoderme (D1).
Para isso, os CEs foram transferidos para tubos de 12 ml com fundo redondo, e
incubados em estufa de normoxia por 40 minutos, para decantacdo dos CEs. Apos
esse tempo, o meio foi gentilmente retirado e os CEs foram ressuspendidos em meio
base (descrito acima), com adicdo de BMP4 (10 ng/ml), Activina A (6 ng/ml) e BFGF
(5 ng/ml), e retornaram para placa de 6 pocos nao aderentes. Os CEs foram, entdo
incubados novamente em hipodxia, a 37°C, até D3/D4.

Em D3/D4, a diferenciagédo para linhagem mesodermal foi confirmada por
citometria de fluxo, com marcacdo positiva para CD56. Obtendo uma marcacao
positiva maior que 40%, os CEs foram decantados novamente, como descrito acima,
e foi adicionado o meio base suplementado com VEGF (10 ng/mL), fator de
crescimento, e XAV 939 (10 pM/mL), inibidor da via Wnt. Os CEs retornaram para
estufa de hipdxia, a 37°C. Apds 4 dias, o meio foi trocado pelo meio base sem
suplementacao e retornaram para estufa de hipoxia até D15, com meio sendo trocado
a cada 3 dias.

Em D9, foi possivel observar CEs contraindo e a expressdao de GFP, que
caracteriza a ativacdo da expressdo do gene NKX2.5. Em D15, foi feita andlise da

expressado de Troponina T por citometria de fluxo.

4.11 CITOMETRIA DE FLUXO

Para marcacdo de CD56 em D3, 100 ul dos CEs de cada tratamento foram
aliquotados em tubos de polipropileno de 1,5 ml e centrifugados a 300 x g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas em 200 ul
de Tripsina 0,25% e incubadas a 37°C por 5 minutos. A enzima foi inativada com 500
pl de meio DMEM F12 50% SFB 50% DNAse (1 pl/mL, 210 U) e centrifugada a 300 x
g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado. As células dos tratamentos foram
ressuspendidas em 50 pl de PBS 1X 0,5% BSA e as células do controle foram
ressuspendidas em 75 pl de PBS 1X 0,5% BSA, onde 25 pl séo aliquotados em um
novo tubo para ser o controle ndo marcado. Em todos os tubos (com excecédo do
controle ndo marcado) foi adicionado anticorpo anti-CD56 (BD) na proporc¢édo 1:12,5 e
incubado a 4°C por 20 minutos. Foi adicionado 500 ul de PBS 1X 0,5% BSA e
realizada centrifugacdo a 300 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, as

células foram ressuspendidas em 200 ul de PBS 1X 0,5% BSA e foi adicionado 10 pl
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de DAPI em cada tubo. As amostras foram lidas em seguida no citdmetro de fluxo
FACSCanto (BD).

Para expresséo de GFP em D9, os CEs foram aliquotados e tripsinizados como
descrito acima. ApOs inativacdo da enzima e centrifugacdo, as células foram
ressuspendidas em 200 pl de PBS 1X 0,5% BSA e foi adicionado 10 pul de DAPI em
cada tubo. As amostras foram lidas em seguida no citdmetro FACSCanto.

Para marcacgao de Troponina T em D15, os CEs foram coletados e tripsinizados
(500 pl, a 37°C, por 20 minutos). Foi adicionado 800 pl de meio DMEM F12 50% SFB
50% DNAse (1 pl/mL, 210 U) e centrifugada a 300 x g por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado, adicionado 250 pl de PFA 4% e as amostras foram incubadas por 20
minutos sob agitagdo a temperatura ambiente. Para o controle ndo marcado, foi
aliquotado 40 ul de cada amostra e adicionados em um uUnico tubo. As amostras foram
centrifugadas a 700 x g por 5 minutos, o sobrenadante descartado e as células
ressuspendidas em 200 pl de PBS 1X 0,5% Triton X-100 e incubado por 20 minutos
a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 800 x g por 5 minutos, o
sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 100 pl de PBS 1X 0,5%
BSA. O anticorpo anti-Troponina T (Thermo Scientific™) foi adicionado na propor¢ao
1:100 (exceto no controle ndo marcado) e as amostras foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente. Foram realizadas duas lavagens com 400 ul de PBS
1X 0,5% BSA seguidas de centrifugacdes a 1000 x g. Entdo, o anticorpo secundario
Alexa Fluor 633 anti- IgG de camundongo na proporcéo de 1:1000 foi adicionado e
incubado por 30 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. Foram realizadas
duas lavagens como ja descritas e as amostras foram ressuspendidas em 250 ul de
PBS 1X 0,5% BSA. As amostras podem ser armazenadas a 4°C protegidas da luz até
leitura no dia seguinte ou lidas ao final da marcacdo, em citbmetro FACSCanto. A
porcentagem de marcacgao positiva foi considerada a porcentagem de sucesso da
diferenciagao.

4.12 ANALISE DOS ALVOS DE PUMILIO ENVOLVIDOS NA CARDIOMIOGENESE
DE hESC

Em um trabalho prévio do grupo (PEREIRA, I.T), foi realizado sequenciamento
de RNA (RNA-seq) durante a cardiomiogénese (Dias 0, 1, 4, 9 e 15) de hESC, tanto
de mRNAs presentes na fracéo livre (fracdo onde acredita-se estarem representados
MRNAS que ndo estejam sendo traduzidos) quanto de mRNAs presentes na fracao

polissomal (MRNAs ligados a polissomos, os quais acredita-se que estejam sendo
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traduzidos). Com base nesses resultados de RNA-seq, os alvos de PUM (Anexo V)
foram organizados em conjuntos (clusters), de acordo com o seu perfil de expresséo
ao longo da cardiomiogénese. Essa analise foi realizada em colabora¢do com a Dra.
Lucia Spangenberg e Guillermo Cabrera, do Instituto Pasteur, em Montevideo, no
Uruguai. De maneira geral, 1809 genes alvos de PUM1 e PUM2 descritos na literatura
(GALGANO et al., 2008) foram analisados. Destes, 1789 genes estavam
representados nos dados de RNA-seq realizado ao longo da cardiomiogénese. Para
avaliar a variabilidade biolégica, as amostras foram organizadas em clusters de k-
means, e réplicas biolégicas foram resumidas em counts por milhdo (cpm) médio e
transformadas em log-2 (mais 1) (clusters e suas respectivas listas de genes estao no
Anexo VI). Em analise de dados, agrupamento k-means € um método de clustering
que objetiva particionar n observacbes dentre k grupos onde cada observacdo
pertence ao grupo mais proximo da média (KANUNGO et al., 2002). Nesse caso,
possibilita visualizar os clusters génicos baseado no seu comportamento, pois genes
agrupados em um mesmo cluster tendem a se comportar similarmente, o que pode
revelar possiveis associacdes entre eles.

Os clusters foram analisados quanto a sua ontologia génica (Gene Ontology,
GO) utilizando os softwares Panther (v. 13.0, online) e FunRich (v. 3.0). No software
Panther, o foco da andlise de GO foi em processos biologicos. Os parametros
utilizados pelo software sdo descritos por Mi e colaboradores (Ml et al., 2013). No
software FunRich, a lista de genes dos clusters foi analisada individual e
comparativamente, e atividades mais presentes dentro de determinadas categorias
foram escolhidas como fatores de comparacao entre as andlises de GO resultantes
dos dois softwares. Essa comparacéo foi realizada pelo software online Venny (v. 2.1).
A partir desses dados, foram excluidos genes presentes tanto na fracdo livre quanto
na fragcao polissomal, permanecendo alvos de PUM envolvidos na cardiomiogénese,
presentes apenas em uma das fracdes, indicando possiveis pontos de regulacdo de
PUM ao longo da diferenciagéo (Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Esquema da analise dos alvos de PUM envolvidos na cardiomiogénese. A) Dados de RNA-
seq durante a cardiomiogénese das fracdes livre e polissomal foram comparados com lista de alvos de
PUM1 e PUMZ2 descritos na literatura. B) Esses alvos foram organizados em clusters, de acordo com o
seu perfil de expressao génica ao longo da diferenciacdo. C) Os clusters foram analisados no software
Panther, com enfoque em processos bioldgicos, 0 que gerou uma lista de alvos envolvidos em
processos do desenvolvimento. D) Os mesmos clusters foram analisados no software FunRich, para
determinar as categorias com maior nimero de alvos envolvidos em ambas as fracdes. E) Alvos das
fracbes livre e polissomal, presentes nas categorias mais predominantes, foram cruzados,
selecionando os mRNAs diferencialmente representados em ambas as fragbes. F) Com alvos
exclusivos de cada fracdo, esses dados foram cruzados com os dados do Panther, a fim de se
determinar alvos de PUM envolvidos em processos do desenvolvimento e que possuam alguma
atividade na célula.
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5 RESULTADOS
5.1 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE PUMILIO

Em humanos, a familia PUF possui os homdlogos PUM1 e PUM2 com 91% de
identidade em relacdo ao dominio de ligacdo ao RNA (ETTEN et al., 2012). Uma
analise comparativa das sequéncias proteicas e de mRNA foi realizada a fim de
determinar suas diferengas e confirmar a localizagdo em que o shRNA pode interagir
em cada sequéncia (Figura 5.1). O alinhamento proteico foi realizado basicamente
com a sequéncia do dominio de ligacdo ao RNA de Pumilio, destacado em amarelo
(Figura 5.1 A). Os vetores com as sequéncias para a expressao dos shRNA de PUM1
ou PUM2 foram cedidos pelo Dr. Miles Wayne (MILES; TSCHOP; HERR; JI, J. Y.; et
al.,, 2012). A figura 5.1 B apresenta o alinhamento das sequéncias dos mRNAs e a
regido de pareamento dos shRNA que esta destacado em amarelo (PUM1) e verde
(PUM2). E possivel observar que a sequéncia sShRNA de PUM1 (amarelo) possui 21
nucleotideos que pareiam totalmente no mRNA de PUM1 e 15 nucleotideos que
pareiam com a sequéncia do mRNA de PUM2. O mesmo acontece com shRNA de

PUM2 (verde) que pareia com 13 nucleotideos do mRNA de PUML.
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Figura 5.1 - Fragmentos das sequéncias proteica e do mRNA de PUM1 e PUM2 humanas. A)

Fragmento das sequéncias proteicas de PUMILIO 1 e 2 humanas, destacando a regido de ligacdo ao

RNA (PUM-HD, amarelo). PUM-HD contém 8 repeticbes PUF, e cada repeticdo contém 3 alfa-hélices.

As alfa-hélices das repeticfes estdo destacadas em azul. Abaixo do alinhamento das duas sequéncias,

esta a sequéncia consenso. B) Fragmento das sequéncias de mRNA de PUMILIO 1 e 2 humanas. Em
32



amarelo, regido onde o shRNA pode se ligar para silenciar PUM1. Em verde, regido onde shRNA pode
se ligar para silenciar PUM2.

5.2 MORFOLOGIA DAS hESC E CARDIOMIOGENESE

Prosseguindo para os ensaios in vitro, as hESC foram descongeladas e
cultivadas em Matrigel e MEF (Figura 5.2).

A diferenciacdo cardiomiogénica foi realizada em triplicata, em um protocolo
que dura 15 dias. A morfologia das células durante a diferenciacdo pode ser
visualizada na Figura 5.2 B. No dia 9, foi possivel visualizar a contracdo de alguns
corpos embridides, mimetizando a contracdo do musculo. No dia 15, muitos corpos
embridides apresentaram contracao.

A) __Matrigel

D9 D15

Figura 5.2 —hESC e diferenciagdo cardiomiogénica. A) células na linhagem h32.5/GFP, cultivadas tanto
em Matrigel® quanto sobre MEF (células alongadas, e uma colénia de hESC indicada pela seta branca).
B) Morfologia das células durante a diferenciacdo cardiomiogénica. Os corpos embridides sao
estabelecidos no dia 1 quanto a tamanho, formato e nimero. Muitas células morrem durante o
processo. No dia 9, a morfologia se torna mais arredondada. Barras de escala: 100 um.
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Durante a diferenciacdo, as células foram analisadas por citometria de fluxo
para: i) CD56, marcador de mesoderme, no dia 3 (D3); ii) para GFP, proteina
fluorescente sob o comando do promotor do NKX2.5 (marcador do comprometimento
com a linhagem cardiaca), que comeca a ser expresso no dia 9 (D9); iii) e para
troponina T, marcador de cardiomiocito, no dia 15. No terceiro dia de diferenciacéo,
aproximadamente 53% das células estavam marcadas para CD56 (Figura 5.3 A). No
nono dia, em torno de 30% das células expressavam GFP (Figura 5.3 B). J& no décimo
quinto dia, ao final da diferenciacdo, em torno de 26% das células estavam marcadas
para Troponina-T (Figura 5.3 C). Esse protocolo de diferenciacdo € considerado
eficiente quando a marcacao de troponina T é de no minimo 40% da populagédo de
CEs, porém o ensaio varia muito de uma replicata para outra. Isso é melhor
visualizado quando representamos os resultados da triplicata em um grafico, onde o
desvio padrao entre as réplicas é grande (Figura 5.3 D). Apesar de o desvio padréo
ser grande entre as replicatas, seguimos com este protocolo de diferenciacdo, uma
vez que este & bem estabelecido no nosso laboratério, com resultados em torno de
60% de eficiéncia de diferenciacdo (PEREIRA, I.T.). Além disso, este ensaio de
diferenciacdo das células ndo transduzidas foi realizado simultaneamente com os
ensaios das células transduzidas, as quais obtiveram o minimo de 40% de células
diferenciadas, como apresentado no item 5.7. Os dados completos de citometria estéo

presentes no Anexo VII.
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Figura 5.3 — Andlise de marcadores linhagem-especificos como pontos de checagem durante a
cardiomiogénese. A) Marcacgéo para CD56, marcador de mesoderme. O grafico de cima corresponde
ao controle sem marcagdo com anticorpo primario. B) Expressdo de GFP, marcador de progenitor
cardiaco. C) Marcacao para Troponina T, marcador de cardiomidcito. O gréfico de cima corresponde
ao controle sem marcagdo com anticorpo primario. Primeiro gréafico (dotplot) representa a separacgao
das células por tamanho (FSC-A, eixo X) e granulosidade (SSC-A, eixo y). O segundo gréfico representa
a intensidade de fluorescéncia. PE-A € o fluor6foro conjugado no anticorpo secundario de CD56. Alexa
Fluor 488-A representa a intensidade de GFP, que fluoresce na mesma faixa deste fluor6foro. APC-A
A é o fluoréforo conjugado no anticorpo secundério de Troponina T. D) Média de marcacdo entre as
replicatas para cada dia da diferenciacéo.

5.3 EXPRESSAO DE PUMILIO EM hESC E DIFERENCIAQAO CARDIOMIOGENICA

O RNA total foi extraido em duplicata de diferenciacdo, em quatro pontos: dia
1 (D1), dia 4 (D4), dia 9 (D9) e dia 15 (D15). O dia 1 corresponde ainda ao estado
pluripotente das células, quando estas estdo em corpos embridides (CEs). O dia 4
corresponde a diferenciacdo em mesoderme. O dia 9 corresponde a diferenciacdo em
progenitor cardiaco. O dia 15 corresponde ao final da diferenciagéo em cardiomiocitos.
Apés a extracdo do RNA total destes pontos, as amostras foram dosadas, e as
condizentes ao dia 15 obtiveram uma dosagem de 0 pg/ul de RNA, impossibilitando a
reacao de cDNA e posterior analise por RT-gPCR. Portanto, os dados apresentados
de RT-gPCR referentes a cardiomiogénese foram analisados apenas aos dias 1, 4 e
9.
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Foi observado que durante a diferenciacdo cardiomiogénica, a expressao de
PUM1 e PUM2 aumenta com o passar do tempo no RNA total (Figura 5.4 A). Ao
analisar a expressédo de PUMILIO durante a cardiomiogénese na fracdo polissomal
obtida do RNA-seq (PEREIRA, I.T.), vemos que PUM1 e PUM2 se mantém constantes
ao longo de todo processo (Figura 5.4 B). Isso pode indicar uma possivel funcéo de
PUM na cardiomiogénese, uma vez que se observa uma diferenca na expressao de
PUM1 e PUM2 no RNA total e na fragcdo polissomal e, consequentemente, uma

possivel regulacdo de PUMILIO ao longo do processo.
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Figura 5.4 - Expressdo dos mRNAs de PUM1 e PUM2 ao longo da diferenciacdo. A) Expressédo de
PUM1 e PUM2 ao longo da diferenciacéo cardiomiogénica, presente no RNA total. Gene normalizador:
GAPDH. B) Expressdo de PUM1 e PUM2 ao longo da diferenciagcdo cardiomiogénica, na fragédo
polissomal (RNA Seq — PEREIRA, I.T.).

5.4 CURVA DE SELECAO COM PUROMICINA

Como as particulas lentivirais com a sequéncia shPUM1 ou shPUM2 possuem
gene de resisténcia a puromicina, uma curva de concentracédo da droga foi avaliada
nas ESC, a fim de identificar a menor concentracédo de droga necessaria a selecao da
populacado. A puromicina foi adicionada entre as concentracdes 125-250 ng/ml e apds
7 dias de cultivo ja era possivel observar o aumento na morte celular (Figura 5.5).
Como outra forma de analisar a viabilidade celular além da microscopia, foi usada a
técnica de captacdo do vermelho neutro, em que os lisossomos de células viaveis sédo
corados e o corante é solubilizado em solucdo de etanol/acido acético, onde sua
absorbéancia é lida. Assim, a concentracdo de 250 ng/ml apresentou absorbancia
similar com o controle negativo (po¢co sem células), sendo a escolhida para a selecéo

das colonias resistentes ap0s a transdugéao (Figura 5.6).
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CTRL+ 50 ng/ml . 75 ng/ml

100 ng/ml 125 ng/ml 150 ng/ml

Figura 5.5 — Andlise morfolégica das células apos adicao de puromicina. O controle positivo de células
viaveis (CTRL+) corresponde a nenhuma concentracdo de droga administrada (0 ng/ml). As células
comegam a apresentar morte celular a partir da concentragdo de 125 ng/ml. Imagens capturadas no
Gltimo dia do ensaio, logo antes do ensaio de captacdo do vermelho neutro. Barras de escala: 100 um.
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Figura 5.6 — Grafico representando a viabilidade celular apds a adicao de puromicina. O controle
positivo de células viaveis (CTRL+) corresponde a nenhuma concentragdo de droga administrada (0O
ng/ml). O controle negativo de células viaveis (CTRL-) corresponde a um poco sem células e sem
administracdo de drogas.
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5.5 TITULACAO DOS VETORES LENTIVIRAIS

A producédo dos vetores lentivirais para shPUM1, shPUM2 ou shScramble
(shSc) foi realizada conforme descrito na se¢cdo materiais e métodos. Com o objetivo
de identificar a melhor diluicdo das particulas virais para 0os experimentos seguintes,
ensaios de titulacdo foram realizados adicionando sobre as células diferentes
diluicdes dos virus (10ta 10°). A partir do terceiro dia da transdugéo, a puromicina foi
adicionada e as colbdnias selecionadas analisadas apds 15 dias.

A andlise das colbnias resistentes revelou que a diluicdo 102 (1E-03) das
particulas lentivirais teve um numero maior de colbnias resistentes para 0s virus
contendo shPUML1 e shSc (Figura 5.7 A e C). A diluicdo 10 resultou em um ndmero
maior de colbnias resistentes transduzidas com virus contendo shPUM2 (Figura 5.7
B). Porém, essa diluicdo apresentava col6nias menos saudaveis. Logo, optamos por
diminuir a diluicdo para 103, pois a diferenca em relagdo ao niimero de col6nias ndo
foi grande, e a morfologia das coldnias desta ultima diluicdo era mais saudavel em
relacdo a diluicdo 10*. Portanto, a titulacdo forneceu um resultado qualitativo do

volume de lentivirus em suspensao para ser utilizado nos ensaios subsequentes.
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Figura 5.7 — Titulagdo dos vetores lentivirais produzidos. A) Numero de colbnias resistentes
encontradas para vetores lentivirais contendo shPUML1. B) Niumero de colbnias resistentes encontradas

para vetores lentivirais contendo shPUM2. C) Numero de colbnias resistentes encontradas para vetores
lentivirais contendo shSc.
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Em uma andlise da morfologia das colbnias resistentes, 0 nUmero e tamanho
de col6nias foi reduzido e as coldnias ndo apresentaram aspecto saudavel (Figura
5.8), caracteristicas que poderiam afetar os proximos ensaios de diferenciacdo
cardiaca, por exemplo. Dessa forma, o processo de selecdo com antibiotico apos a

transducéo foi excluido dos ensaios seguintes.

Figura 5.8 — Morfologia das col6nias de hESC. A) hESC em coldnia apds 24 horas de crescimento.
Colbnias uniformes e com muitas células. Barra de escala: 100 pum. B) Imagem representativa das
poucas e pequenas coldnias ao fim da titulacdo, apés 10 dias de selegdo de coldnias resistentes com
puromicina.

5.6 EFEITO DO SILENCIAMENTO DE PUMILIO NA PLURIPOTENCIA DE hESC

A determinacao da diluigdo dos vetores lentivirais para a transdugé&o possibilitou
seguir com a proxima etapa do trabalho que foi o silenciamento de PUM1 e PUM2 nas
hESCs e a andlise dos efeitos desse silenciamento na pluripoténcia.

A transducéo foi realizada em triplicata conforme descrita no item 4.7. Apos 24
horas, as células foram analisadas morfologicamente, observando se haviam
diferencas entre o shSc e os tratamentos (shPUM1, shPUM2 e shPUM1-2). Nao foram
observadas mudancas significativas nas células silenciadas em relacdo ao controle
do experimento (shSc) (Figura 5.9).

Dessa forma, RT-gPCR foi realizada para confirmar o silenciamento de PUM1,
PUM2 e ambas, a nivel de mRNA. Os resultados demonstraram que houve uma
reducéo significativa de mRNAs de PUM1 e PUM2 com o silenciamento comparada
com o controle, inclusive com as células duplo silenciadas (Figura 5.10 A). O shPUM1
interferiu também na reducao dos niveis de expressao do mRNA de PUM2 e vice-
versa, sugerindo uma baixa especificidade. O duplo-silenciamento teve uma eficiéncia
melhor do silenciamento de ambas PUMILIO: 92% para PUM1 e 90% para PUM2. A
confirmagéo do silenciamento em nivel de proteina por Western Blot, infelizmente ndo

foi possivel. Mesmo apds inimeros protocolos, varios problemas com a obtencao de
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extratos proteicos, definicdo dos géis e especificidade do anticorpo comprometeram a
reprodutibilidade dos resultados (Figura 5.11). Acreditamos que a auséncia de
resultados conclusivos no ensaio de Western Blot ndo compromete os dados obtidos
a posteriori, pois a confirmacdo do silenciamento em nivel de mRNA ja permite
visualizar efeitos na pluripoténcia das hESC. De toda forma, a expressao dos genes
de pluripoténcia OCT4 e NANOG foi realizada por gPCR, a fim de observar se o
silenciamento de PUM1 e PUM2 havia alterado os niveis de mRNA desses genes.
Interessantemente, os niveis de mMRNA de OCT4 e NANOG reduziram
significativamente nas células silenciadas para PUM1, PUM2 e duplo silenciamento
em relacéo ao controle (Figura 5.10 B). Esses resultados sugerem que PUM1 e PUM2
podem estar envolvidos na manutengao da pluripoténcia de hESC.

shSc shPUM1

°

Figura 5.9 — Morfologia das hESCs apds o silenciamento de PUMILIO. E possivel observar que a
morfologia das células permanece semelhante ao controle (shSc), com pouca morte celular, pois a
confluéncia permanece inalterada. Barras de escala: 100 pm.
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Figura 5.10 — Andlise de expressao de PUMILIO, OCT4 e NANOG apés o silenciamento. A) Expresséo
de PUM1 e PUM2 apés os silenciamentos individuais e duplo. B) Expressao de OCT4 e NANOG apés
o silenciamento de PUMILIO. Teste t. *p<0,05. **p<0,01.

N
A NAY B Ny A AV VAN
) 5 oY @ b o W ) v QO

250 mmm 250 ===
150

_— : 150 s
100 mm PUM1 100 s PUM2
75 75 mmm -
50 S0 mm

— R—— < e —————

37 . B-actina 37 "™ B-actina

Figura 5.11 — Nivel proteico de PUMILIO apds o silenciamento em hESC. A) Marcacao para PUM1 (126
kDa) nas amostras silenciadas de hESC. B) Marcacédo para PUM2 (114 kDa) nas amostras silenciadas
de hESC. B-actina: 45 kDa. Marcador de massa molecular: Odyssey® one-color (Li-Cor).

Sabendo que o protocolo de silenciamento funciona e que o silenciamento de
PUMILIO leva a queda nos niveis de mRNA de OCT4 e NANOG, genes que fazem
parte do nucleo de pluripoténcia em hESC, em seguida foi analisado o efeito do

silenciamento de PUMILIO durante a diferenciacdo cardiomiogénica.

5.7 EFEITO DO SILENCIAMENTO DE PUMILIO AO LONGO DA DIFERENCIACAO
CARDIOMIOGENICA

O protocolo de diferenciagcao cardiomiogénica teve algumas adaptacdes devido
a etapa de transducéao das células com os lentivirus, assim a diferenciacédo foi induzida
apos 48 horas da transducéo e foi realizada em triplicata. A morfologia dos corpos

embridides foi acompanhada em todos os dias de troca de meio e/ou ensaio de
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citometria e extracdo de RNA. Nos dias 1 e 4, foi possivel observar que 0s corpos
embridides do controle e dos silenciados individuais estdo uniformes em tamanho e
guantidade, enquanto que os corpos embridides de shPUM1-2 sdo um pouco
menores, embora em quantidade maior em relacdo aos outros tratamentos e controle
(Figura 5.12). A quantidade de corpos embridides observados na transdugdo com
shSc foi menor em relacédo aos silenciamentos em D9 e D15, porém foi considerada
normal se comparado ao controle sem transducdo com lentivirus (item 5.2).
Aparentemente os corpos embridides de shPUM1, shPUM2 e shPUM1-2 também
apresentaram um tamanho maior. Os corpos embridides de shPUM2 e shPUM1-2
permanecem semelhantes até o dia 15, final da diferenciacéo. A morfologia final dos
corpos foi bastante semelhante a morfologia no experimento de diferenciacdo de
células que nao foram transduzidas com lentivirus e com o protocolo de diferenciacao
previamente caracterizado (Figura 5.2 B). Os corpos embridides de shPUM1
apresentaram formatos ndo esféricos em maior quantidade em comparacdo com
shSc, shPUM2 e shPUM1-2. A partir do 9° dia, todos os tratamentos, inclusive o
controle shSC, apresentaram corpos embridides com contragéo (pulsacao, batimento
primitivo), semelhante a diferenciacdo em células sem transducdo com lentivirus.
Entretanto, as células silenciadas para PUMILIO aparentemente apresentaram maior

namero de corpos embridides com contracdo e que se manteve até o 15° dia.
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Figura 5.12 — Morfologia das células silenciadas para PUMILIO durante cardiomiogénese. A morfologia
dos corpos embridides silenciados para PUMILIO apresentou diferengas em comparagéo ao controle
(shSc). Barras de escala: 100 um.

A citometria de fluxo para marcadores de mesoderme, progenitor cardiaco e
cardiomidcito durante a diferenciagdo também foi realizada. No dia 3, a marcacgéo para
CD56 (marcador de mesoderme) foi maior nas células silenciadas em relacdo ao
controle (Figura 5.13 A). Essa diferenca persistiu no dia 9, na expressdo de GFP
(Figura 5.13 B), e no dia 15, na marcacao para troponina T (Figura 5.13 C). As células
duplo silenciadas para PUM1-2 tiveram aumento estatisticamente significativo na
expressao do CD56, marcador de mesoderme (D3), e de GFP, marcador de progenitor
cardiaco (D9). As células silenciadas individualmente para PUM1 e PUM2
aumentaram significativamente a eficiéncia de diferenciagédo, expressa pela marcagéo
com Troponina T (D15) (Figura 5.14). Os dados completos de citometria estao

presentes no Anexo VII.
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Figura 5.13 — Analise de marcadores linhagem-especificos em células silenciadas para PUMILIO
durante a cardiomiogénese. A) Marcacao para CD56, marcador de mesoderme. B) Expresséo de GFP,
marcador de progenitor cardiaco. C) Marcacao para Troponina T, marcador de cardiomiécito. Primeiro
grafico (dotplot) representa a separacdo das células por tamanho (FSC-A, eixo x) e granulosidade
(SSC-A, eixo y). O segundo grafico representa a intensidade de fluorescéncia. PE-A é o fluoréforo
conjugado no anticorpo secundario de CD56. Alexa Fluor 488-A representa a intensidade de GFP, que
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fluoresce na mesma faixa deste fluoréforo. APC-A A é o fluoréforo conjugado no anticorpo secundario
de Troponina T. Controles negativos de CD56 e Troponina T presentes na Figura 5.3.
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Figura 5.14 — Porcentagem das células com expressao dos marcadores linhagem-especificos durante
cardiomiogénese de hESC silenciadas para PUMILIO. As replicatas foram normalizadas em relagdo ao
controle shSc, para diminuir a variabilidade entre elas. Teste t. *p<0,05. (n=3).

5.8 PERFIL DE EXPRESSAO DE PUMILIO AO LONGO DA CARDIOMIOGENESE
APOS O SILENCIAMENTO

A fim de verificar se o silenciamento em nivel de mRNA se mantinha durante
toda a cardiomiogénese, a expressao de PUM1 e PUM2 foi acompanhada por gPCR.
Apés 48 horas da transducédo com os lentivirus (D0), os niveis de mRNA de PUM1 e
PUM2 tiveram uma reducdo de aproximadamente 85% e 83%, respectivamente,
caracterizando o silenciamento. Entretanto, a partir do 1° dia da diferenciacao, a
expressdo de PUM1 e PUM2 se igualou ou foi superior a expressao do controle
(Figura 5.15). Outra forma de investigar se o silenciamento permaneceria até o final
da diferenciacdo foi a analise da expresséao proteica de PUM1 e PUM2 por Western
Blot dos dias 1 e 15. Infelizmente, a confirmacao do silenciamento em nivel de proteina
em hESC nédo foi possivel devido a véarios problemas com a obtencdo de extratos
proteicos, definicdo dos géis, especificidade do anticorpo e reprodutibilidade dos
resultados (Figura 5.16). Qualitativamente, ndo conseguimos visualizar qualquer
silenciamento de PUM1 ou PUM2 no dia 1 (Figura 5.16). No dia 15, a baixa quantidade
de proteinas presente na amostra dificulta a visualizacdo até mesmo de [-actina,
impossibilitando até mesmo uma analise visual. A quantificacdo e normalizacao pelo
normalizador (B-actina) ficou comprometida com a resolugéo da técnica. Ainda assim,
acreditamos que a auséncia de resultados conclusivos no ensaio de Western Blot nédo

compromete os dados obtidos a priori, pois a confirmacédo do silenciamento em nivel
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de mRNA apenas em DO ja permite visualizar efeitos durante a diferenciacao

cardiomiogénica, como ja foi observado no item 5.7.
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Figura 5.15 — Quantificagdo dos mRNAs de PUM1 e PUM2 apés silenciamento ao longo da
diferenciagéo cardiomiogénica. A) Niveis de mRNA de PUML1 durante a diferenciacdo. B) Niveis de
mMRNA de PUM2 durante a diferenciacdo. Teste t. *p<0,05. **p=<0,01. (n=2)
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Figura 5.16 - Nivel proteico de PUMILIO ap06s o silenciamento nos dias 1 e 15 da cardiomiogénese. A)
Marcacéo para PUM1 (126kDa) nas amostras silenciadas em D1 e D15 da diferenciacéo. B) Marcagéo
para PUM2 (114kDa) nas amostras silenciadas em D1 e D15 da diferenciacdo. B-actina: 45 kDa.
Marcador de massa molecular: Odyssey® one-color (Li-Cor).

5.9 ALVOS DE PUMILIO ENVOLVIDOS NA CARDIOMIOGENESE

Observando os dados de silenciamento de PUMILIO na pluripoténcia e
cardiomiogénese de hESC, notamos que o efeito de PUMILIO parece se dar no inicio
da diferenciacdo. Porém, uma vez que PUMILIO possui uma expressao crescente ao
longo da diferenciacéo, € possivel que seus alvos estejam envolvidos no processo,
indicando pontos de regulacéo da cardiomiogénese que envolvem PUMILIO. Partindo
dessa ideia, os perfis de expresséo de alvos de PUMILIO durante a cardiomiogénese
foram analisados utilizando dados de sequenciamento prévios do grupo (PEREIRA,

I.T.). O sequenciamento de RNAs presentes na fracéo livre (fracdo onde acredita-se
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conter mMRNAs que nao estejam sendo traduzidos) e RNAs presentes na fracao

polissomal (MRNAs ligados a polissomos, onde acredita-se que estejam sendo

traduzidos) foram obtidos durante a cardiomiogénese (Dias 0, 1, 4, 9 e 15) de hESC.

A fim de encontrar esses pontos de regulacdo, os perfis de expressao dos alvos de

PUMILIO foram classificados em 8 diferentes conjuntos (clusters) de acordo com seu

comportamento ao longo da diferenciagéo (Figuras 5.17 e 5.18).
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Figura 5.17 — Clusters do comportamento dos alvos de PUMILIO durante a cardiomiogénese presentes

na fracao livre.
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Figura 5.18 — Clusters do comportamento dos alvos de PUMILIO durante a cardiomiogénese presentes

na fragédo polissomal.
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Dois clusters apresentaram um perfil interessante, de aumento ao longo da
diferenciacéo: o cluster 3 da fracéo livre (LIVRE3); e o cluster 5 da fracdo polissomal
(POLI5) (Figura 5.19). Ambos os clusters possuem mMRNAs que tem sua
representatividade aumentada em cada fracdo, ao longo da diferenciacdo. Assim,
MRNASs que estejam aumentando na fracao livre possivelmente podem estar sendo
menos expressos ao longo do processo, bem como mMRNASs que estejam aumentando
na fracao polissomal podem estar sendo mais expressos ao longo do processo. A lista
completa dos MRNAs presentes em cada cluster esté presente no Anexo VI.

A) B) Cluster 5 — Fragdo Polissomal

Cluster 3 - Fragao Livre

20 20 |

15 4 15 -

k-means
-
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(=]
|

T T T T T T T T T T
Do D1 D4 D9 D15 Do D1 D4 D9 D15

Dias da diferenciagao Dias da diferenciagao

Figura 5.19 — Clusters analisados. A) Cluster 3 da fracdo livre, onde estdo classificados genes que
aumentam nessa fracdo ao longo da cardiomiogénese, sugerindo que estes possam estar sendo
desligados ao longo do processo. B) Cluster 5 da fracdo polissomal, onde estdo classificados genes
que aumentam nessa fracdo ao longo da cardiomiogéne, sugerindo que estes possam estar sendo
ligados ao longo do processo de diferenciacgéo.

Definidos os clusters, os mRNAs de cada um foram analisados por ontologia
génica (Gene Ontology, GO). Andlise pelo Panther forneceu dados sobre os
processos biolégicos nos quais os genes agrupados em LIVRE3 e POLI5 estédo
envolvidos. O que chamou a atencao foi que muitos MRNAs, tanto de LIVRES3 quanto
de POLI5 foram classificados em processos do desenvolvimento. Em LIVRE3, indo
mais a fundo em processos do desenvolvimento, muitos mMRNAs estdo envolvidos em
desenvolvimento de ectoderme e de sistemas, entre eles o sistema nervoso (Figura
5.20). Uma vez que o cluster LIVRE3 apresenta mRNAs enriquecidos na fracao livre,
que podem estar sendo desligados ao longo da diferenciacdo, era esperado a
presenca de genes relacionados ao desenvolvimento de outros folhetos e sistemas

gue néo o cardiaco.
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Processos bioldgicos [ Adeséo bioldgica (GO:0022610)
(LIVRE3) B Regulagio biolégica (GO:0065007)

Componente de organizagéo celular ou biogénese (GO:0071840)
B Processos celulares (GO:0009987)

Processos do desenvolvimento (GO:0032502)
B Processos do sistema imune (G0O:0002376)
B Localizagéo (GO:0051179)
B Locomog&o (GO:0040011)
B Processos metabdlicos (GO:0008152)

Processos do organismos multicelulares (GO:0032501)
I Reprodug&o (G0O:0000003)

Respostas a estimulos (GO:0050896)

M Morfogénese de estrutura anatémica (GO:0009653)

M Diferenciacéo celular (GO:0030154)

M Morte (GO:0016265)
Desenvolvimento de ectoderme (GO:0007398)
Desenvelvimente embrionario (GO:0009790)

M Desenvolvimento de mesoderme (GO:0007498)

I Processos de especificagao de padrées (GO:0007389)
Desenvolvimento de sistemas (GO:0048731)

Angiogénese (G0O:0001525)
Desenvolvimento de 6rgdos musculares (GO:0007517)
Desenvolvimento do sistema nervoso (GO:0007399)

B Desenvolvimento do sistema esquelético (G0O:0001501)

Figua 5.20 — Classificagéo dos genes de LIVRES pelo software Panther. Alguns genes presentes neste
cluster estdo relacionados com processos de desenvolvimento, em (ltima estancia, de
desenvolvimento de sistemas como 0 nervoso e 0 esquelético. Isso sugere que genes relacionados
com o desenvolvimento de sistemas ndo cardiacos podem estar sendo desligados ao longo do
processo de diferenciacdo cardiomiogénica in vitro.

Em relacdo a andlise de POLI5, muitos mRNAs foram classificados em
desenvolvimento de mesoderme (Figura 5.21). Uma vez que mRNAs que estédo
enriquecidos na fracdo polissomal sugerem que sua expressado em nivel de traducéo
esteja aumentando também, é esperado a relacdo com o desenvolvimento do folheto
do qual o tecido cardiaco deriva. Outro processo que se destaca é do desenvolvimento

de sistemas, onde se destaca desenvolvimento dos sistemas nervoso e cardiaco.
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Processos bioldgicos
(POLI5)

Regulagao bioldgica (GO:0065007)
Componente de organizagao celular ou biogénese (GO:0071840)
M Processos celulares (GO:0009987)
Processos do desenvolvimento (GO:0032502)
B processos do sistema imune (G0:0002376)
[ | Localizagéo (GO:0051179)
M Locomogao (GO:0040011)
B pProcessos metabolicos (G0:0008152)
Processos do organismos multicelulares (G0O:0032501)
Reprodugao {(GO:0000003)
Respostas & estimulos (GO:0050896)

M Morfogénese de estrutura anatémica (GO:0009653)

M Diferenciacéo celular (GO:0030154)

B Morte (GO:0016265)
Desenvolvimento de ectoderme (GO:0007398)
Desenvolvimento embrionario (GO:0009790)

M Desenvolvimento de mesoderme (GO:0007498)

Il Processos de especificagdo de padrdes (GO:0007389)
Desenvolvimento de sistemas (G0O:0048731)

Desenvolvimento do sistema nervoso (GO:0007399)
M Desenvolvimento cardiaco (GO:0007507)

Figua 5.21 — Classificacdo dos genes de POLI5 pelo software Panther. Alguns genes presentes neste
cluster estdo relacionados com processos de desenvolvimento, em dltima estancia, de
desenvolvimento de mesoderme e do sistema cardiaco. I1sso sugere que genes relacionados com o
desenvolvimento do sistema cardiaco podem estar sendo ligados ao longo do processo de
diferenciag&o cardiomiogénica in vitro.

Esses dados sugerem que mRNAs relacionados a processos biolégicos que
ndo envolvem o desenvolvimento do sistema cardiaco estejam sendo desligados ao
longo da diferenciacdo, enquanto mRNAs que estdo relacionados com esse
desenvolvimento estejam sendo ligados durante o processo.

Na tentativa de enriquecer as informagdes sobre os alvos de PUMILIO, os
MRNAs dos dois clusters também foram analisados no FunRich, para se chegar a
processos comuns entre as duas fragoes.

Na anélise focando em processos bioldgicos, LIVRE3 apresenta mRNAs muito
relacionados com comunicagéo celular e transdugéo de sinal (Figura 5.22 A). Outros
processos estao relacionados com crescimento, metabolismo de proteinas e vias de
energia. POLI5 apresenta um perfil parecido, com adicdo de metabolismo de
carboidratos em seus processos (Figura 5.22 B). Comparativamente, ambas as
fragOes apresentaram processos em comum, sendo 0os maiores deles comunicagéo
celular e transducéo de sinal (Figura 5.22 C). ApoOs definir os processos biolégicos
comuns entre as duas fracdes (comunicacéo celular), os mMRNAs de cada cluster

foram cruzados, a fim de selecionar os mMRNAs diferenciamente representados. Dos
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23 mMRNAs de LIVRE3 e 18 de POLI5 que participam de comunicacgao celular, 9 sdo
comuns em ambas as fragdes (Figura 5.22 D).
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Figua 5.22 — Processos biolégicos dos clusters LIVRE3 e POLI5. A) Classificacdo dos mRNAs de
LIVRE3 em processos biologicos predominantes. B) Classificagdo dos mRNAs de POLI5 em processos
biologicos predominantes. C) Comparac¢do dos mRNAs de LIVRE3 e POLI5 em processos bioldgicos
predominantes. D) mRNAs presentes apenas em uma ou em ambas as fracdes referentes a
comunicacao celular. Os mRNAs comuns foram excluidos da sele¢cdo de possiveis alvos para analise
durante o silenciamento.

Quando séo analisadas as fun¢des moleculares de cada cluster, tanto LIVRE3
qguanto POLI5 apresentam a atividade de fator de transcricdo como uma das fungdes
mais predominantes (Figura 5.23 A, B e C). Logo, foi a fungdo molecular escolhida
para ser comparada entre as duas fragdes (Figura 5.23 D). Dos 11 mRNAs de LIVRE3
e 9 genes de POLI5, 7 sdo comuns entres os clusters.
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Figua 5.23 — Funcdes moleculares dos clusters LIVRE3 e POLI5. A) Classificacdo dos mRNAs de
LIVRE3 em fun¢cBes moleculares predominantes. B) Classificacdo dos mRNAs de POLI5 em fung¢fes
moleculares predominantes. C) Compara¢éo dos mRNAs de LIVRE3 e POLI5 em fun¢des moleculares
predominantes. D) mRNASs presentes apenas em uma ou em ambas as fra¢des referentes a atividade
de fator de transcrigdo. Os genes comuns foram excluidos da selecdo de possiveis alvos para analise

durante o silenciamento.

Finalmente,

os alvos de PUMILIO envolvidos em processos do

desenvolvimento (classificados pelo Panther) e envolvidos em comunicagao celular

ou com atividade de fator de transcricdo (classificados pelo FunRich) foram

comparados, a fim de determinar quais alvos de PUMILIO poderiam ter alguma

participacdo no desenvolvimento, desempenhando papel de comunicacao celular ou

como fator de transcrigdo. Em LIVRE3, entre os 21 mRNAs envolvidos em processos

do desenvolvimento e os 23 mRNAs envolvidos em comunicacao celular, 5 aparecem

como comuns para ambos os processos bioldgicos. Entre os 11 mRNAs com atividade

de fator de transcricédo, 7 também estdo envolvidos em processos do desenvolvimento

(Figura 5.24 A). Em POLI5, entre os 19 mRNAs envolvidos em processos do

desenvolvimento e 18 envolvidos em comunicacéo celular, 4 estdo envolvidos em

ambos os processos. Entre os 9 mRNAs com atividade de fator de transcricao, 8

também estdo envolvidos em processos de desenvolvimento (Figura 5.24 B). Ainda,
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excluindo os mMRNAs comuns entre as duas fracoes, e, baseado na literatura sobre
genes envolvidos em cardiomiogénese, foram escolhidos 5 alvos de PUMILIO para
serem analisados durante a diferenciacdo apés o silenciamento. Em LIVRES, foram
escolhidos WNT3, WNT5A e FOXAl (2 de comunicagdo celular e um fator de
transcrigcdo). Em POLI5, foram escolhidos INPP4B e NFIA (1 de comunicacgé&o celular

e 1 fator de transcricéo).
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Figura 5.24 — Alvos de PUMILIO envolvidos em desenvolvimento e comunicagdo celular/fator
transcricional. A) Genes de LIVRES3, classificados como envolvidos em processos do desenvolvimento,
cruzados com genes classificados em comunicacdo celular ou que genes que possuem atividade de
fator de transcricdo. B) Genes de POLI5, classificados como envolvidos em processos do
desenvolvimento, cruzados com genes classificados em comunicacdo celular ou que genes que
possuem atividade de fator de transcrigao.

5.10 EXPRESSAO DOS ALVOS DE PUMILIO AO LONGO DA DIFERENCIACAO
CARDIOMIOGENICA APOS O SILENCIAMENTO
Apé6s a escolha dos alvos de PUMILIO para serem analisados apdés o
silenciamento, apenas FOXA1 e NFIA foram analisados por gqPCR. Os primers dos
outros alvos (WNT3, WNT5A e INPP4B) nao obtiveram eficiéncia dentro do padrao
para serem utilizados para analise por qPCR.
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A expressao de FOXA1 sofre um aumento nas células silenciadas ao longo da
diferenciacdo, porém este aumento nao é siginificativo em relagdo ao controle (Figura
5.25 A). Ao voltar para os dados de RNA-seq, percebemos que FOXAL possui um
pico de expressao no dia 4 da diferenciacdo na fracdo polissomal, seguida de uma
gueda no dia 9, que se mantém até o dia 15 (Figura 5.25 B). Isso sugere um possivel

papel durante a fase mesodermal da diferenciagao cardiomiogénica.
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Figura 5.25 — Expressao de FOXAL ao longo da cardiomiogénese. A) Expressdo de FOXAL ao longo
da diferenciagdo cardiomiogénica, presente no RNA total. Gene normalizador: GAPDH. B) Expressao
de FOXAL ao longo da diferenciac@o cardiomiogénica, na fragdo polissomal (RNA Seq — PEREIRA,
I.T.).

A expressdo de NFIA também foi analisada por gPCR, apresentando um
aumento no dia 1 da cardiomiogénese em shPUM1 e shPUM2. Esse aumento se
repete no dia 4, sendo significativo em relagcdo ao controle (shSc). No dia 9 da
diferenciacéo, 0 aumento de sua expressao também acontece no duplo silenciamento
(Figura 5.26 A). Nos dados de RNA-seq, percebemos uma pequena queda de sua
expressao no dial, e um aumento gradual de NFIA na fragcdo polissomal ao longo do
restante da cardiomiogénese (Figura 5.26 B). Isso sugere que NFIA participa do

processo de diferenciacdo cardiomiogénica até o final.
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Figura 5.26 — Expressao de NFIA ao longo da cardiomiogénese. A) Expressao de NFIA ao longo da
diferenciagéo cardiomiogénica, presente no RNA total. Gene normalizador: GAPDH. B) Expresséao de
NFIA ao longo da diferenciacéo cardiomiogénica, na fragéo polissomal (RNA Seq — PEREIRA, I.T.).
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6 DISCUSSAO

A andlise da expressdo de PUMILIO na linhagem h32.5/GFP e durante a
diferenciagao cardiomiogénica foi realizada com o objetivo de estabelecer a expresséo
de PUMILIO em condi¢gbes normais (sem silenciamento) e qual era o seu perfil ao
longo da diferenciacdo. Percebemos que PUM1 e PUM2 possuem um aumento
gradual em nivel de mRNA ao longo do processo de cardiomiogénese, pelo menos
até o dia 9. Pouco € descrito na literatura sobre a regulacéo da expressao de PUMILIO
durante processos de diferenciacdo. Em Drosophila, Rbfox1 promove a
desestabilizacdo e silenciamento traducional do mRNA de pumilio para que a
diferenciacdo de células germinativas ocorra (CARREIRA-ROSARIO et al., 2016).
Isso pode indicar a importancia de PUMILIO para a manutencéo da pluripoténcia.

N&o conseguimos dados do dia 15 para verificar se esse aumento se manteria
ou reduziria em um cardiomiocito diferenciado. Isso se deve a dificuldade de extrair
RNA total dos corpos embridides no dia 15. Nossas hipoteses foram: i) a matriz
extracelular dos corpos dificulta a dissociacdo das células e a obtencao do RNA; ii) o
namero reduzido de células ao final da diferenciacdo, tanto por morte celular quanto
pelas aliquotas para citometria de fluxo e extracdo de RNA e proteinas; iii) 0 método
de extracdo de RNA. Para testar a primeira hip6tese, adicionamos uma etapa de
tripsinizagdo de 20 minutos antes da lise celular, tal qual utilizada para citometria de
fluxo do dia 15, porém também n&o obtivemos sucesso. Quanto ao nimero de células,
nds vemos mesmo uma reducdo na quantificacdo de RNA ao longo do tempo, sendo
nos dias 0 e 1 aqueles com uma quantificacdo de RNA maior, e 0 dia 9 com as
menores quantidades. A extracdo de RNA neste projeto foi realizado pelo kit comercial
RNeasy. Um trabalho prévio do grupo utilizou extracdo com o reagente TRIzol,
obtendo uma quantificacdo de RNA satisfatéria no dia 15. Optamos por ndo mudar a
técnica de extracdo de RNA ao longo do ensaio, pois ja foi descrito que estas duas
diferentes técnicas de extragdo de RNA favorecem um ou outro grupo de RNAs
(SULTAN et al., 2014). Sendo a diferenciacdo cardiomiogénica um ensaio custoso,
tanto de tempo quanto financeiramente, optamos por prosseguir 0s ensaios sem a
analise do dia 15. Sugerimos que ensaios futuros de extracdo de RNA da
diferenciacdo cardiomiogénica utilizando corpos embridides de hESC sejam
realizados com um aprimoramento da técnica usada neste estudo, ou por outra
técnica de extracdo de RNA disponivel.

Sendo PUM1 e PUM2 expressas tanto em hESC indiferenciadas quanto
durante a cardiomiogénese, partimos para a padronizacdo da técnica que seria
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utilizada para o silenciamento de PUMILIO: o sistema lentiviral. A transducéo de ESC
com vetores lentivirais j& foi descrita tanto em células humanas (ZAEHRES et al.,
2005; KARABEKIAN et al., 2015), como em células murinas (LIU et al., 2013;
CORTES et al., 2016). Karabekian e colaboradores silenciaram o gene B2M em uma
linhagem de hESC (RUES?2), utilizando o sistema lentiviral MISSION® e obtiveram
uma eficiéncia de silenciamento de 90%. Nesse trabalho, os autores também
induziram a diferenciacao cardiomiogénica das células silenciadas, que apresentaram
uma boa eficiéncia de diferenciacdo (KARABEKIAN et al., 2015). A titulacdo dos
vetores lentivirais nos forneceu dados qualitativos sobre qual diluicdo deveria ser
utilizada para o silenciamento de PUMILIO. N&o foi possivel calcular a quantidade de
particulas virais produzidas devido a linhagem celular utilizada apresentar crescimento
em colbnias (aglomerados de células, onde o limite entre uma células e outra é
indistinguivel). O numero de células inicial ndo poderia ser associado ao numero de
colénias resistentes final, impedindo que as formulas matematicas fornecidas no
protocolo do fabricante pudessem ser aplicadas. Além disso, as hESC foram mais
sensiveis a puromicina, restando poucas coldnias resistentes a droga, e mesmo estas
nao apresentavam um aspecto saudavel. Moore e colaboradores (2010B) observaram
fendmeno parecido em hESC da linhagem H9 transfectadas por eletroporacdo. Nesse
estudo, os autores sugerem que a aplicacdo da puromicina para selecao de colonias
resistentes seja realizada 96 horas ap6s a transfeccao/transducdo, para que as
células que foram transfectadas e que contém o gene de resisténcia a puromicina
possam formar col6nias maiores e, assim, aumentem suas chances de sobrevivéncia
(MOORE et al., 2010B). Outros trabalhos apresentam a sele¢&o de col6nias de ESC
com drogas, como puromicina, neomicina e blasticidina em concentraces menores
das drogas e por menos tempo (LIU et al., 2013; KARABEKIAN et al., 2015; CORTES
et al.,, 2016). Um trabalho de transducdo de hESC sem selecdo com drogas das
células transduzidas apresentou uma eficiéncia de transducéo em torno de 50% para
insercéo do gene que expressa GFP (ZAEHRES et al., 2005), mostrando ser possivel
verificar algum efeito da transducdo sem a necessidade de sele¢cao com drogas.
Analisando o efeito do silenciamento de PUMILIO na pluripoténcia de hESC,
observamos que o shPUM1 afetou os niveis de PUM1 e PUM2 e vice-versa. Como ja
observado nos alinhamentos dos shRNAs utilizados neste trabalho com os mRNAs
de PUM1 e PUM2, havia uma complementariedade parcial entre as sequéncias
ortélogas de PUMILIO, mesmo que em um estudo prévio, os silenciamentos com estes

shRNAs tenham sido considerados especificos e com boa eficiéncia (MILES;
56



TSCHOP; HERR; JI, J.-Y.; et al., 2012). A interferéncia de RNA (RNAi) é uma
ferramenta poderosa para o silenciamento pés-transcricional de genes. No entanto, a
fita de siRNA pode parear em outros mMRNAs via complementaridade de sequéncia
parcial por um mecanismo que se assemelha muito com o silenciamento por
microRNA (JACKSON et al.,, 2006). Embora os siRNA tenham sido inicialmente
considerados altamente especificos, eles foram posteriormente vistos interagindo com
outros RNAs mensageiros nao previstos (JACKSON et al., 2003; BIRMINGHAM et al.,
2006). Uma vez que o duplo silenciamento teve um efeito mais pronunciados nos
niveis de mMRNA de PUM1 e PUM2, as andlises dos seus efeitos continuaram. Apés
o silenciamento de PUM1, PUM2 e ambas, 0s niveis dos genes considerados do core
de pluripoténcia, OCT4 e NANOG, reduzem significativamente. Isso indica que
PUMILIO pode estar exercendo um papel de manutencdo da pluripoténcia como
descrito em outros organismos (revisado em WICKENS et al., 2002; e em SPASSOV,
D.; JURECIC, 2003), uma vez que a auséncia, mesmo que parcial, de PUM1, PUM2
ou ambas leva a reducéo dos genes de pluripoténcia, e, imagina-se, do préprio estado
de pluripoténcia. J& foi descrito que o silenciamento de OCT4 e NANOG provoca a
diferenciacdo de mESC e hESC (ZAEHRES et al., 2005). Leeb e colaboradores (2014)
observaram que o silenciamento de Puml em camundongo leva a uma demora na
queda dos niveis de Nanog (LEEB et al., 2014). Pum1 ja foi descrita em camundongo
como parte do interatoma de Nanog, embora como essa interacao ocorre nao tenha
sido elucidada (GAGLIARDI et al., 2013).

Vendo o possivel efeito de queda na pluripoténcia com o silenciamento de
PUMILIO, demos inicio a andlise dos efeitos do silenciamento durante um processo
de diferenciacdo, no caso, cardiomiogénica. Ao analisar morfologicamente os corpos
embridides formados pelas células silenciadas e pelo controle, de forma qualitativa
notamos algumas diferencas no tamanho e na quantidade dos corpos embridides
formados pelas células silenciadas para PUM1, PUM2 e ambas. Puml ja foi descrita
como uma facilitadora da saida para a diferenciagdo em mESC, ao degradar fatores
de pluripoténcia, enquanto Pum2 nao possui o mesmo efeito (LEEB et al., 2014). O
efeito observado no presente trabalho é que a auséncia de PUMILIO parece levar a
uma maior eficiéncia da diferenciagdo cardiomiogénica, ou seja, PUMILIO parece
manter a pluripoténcia em hESC.

As diferencas também aparecem na citometria de fluxo, ja no dia 3, onde as
células silenciadas apresentam maior marcagéo para mesoderme (CD56+). Seguindo
0 processo, no dia 9, um maior nimero de corpos embrioides apresentam contracao
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em comparacdo com o controle, o que é refletido na citometria de fluxo, onde,
novamente, as células silenciadas possuem uma maior expresséo de GFP, marcador
de progenitor cardiaco. Esse resultado se repete na marcagcdo para Tropoinina T,
marcador de cardiomidcito. Ao analisar os niveis de PUMILIO nos silenciamentos,
notamos que este foi apenas inicial, ndo se mantendo até o final da diferenciacéo.
Nossa hipotese principal é que a ndo selegdo com puromicina, que ndo gerou uma
linhagem exclusivamente silenciada para PUM1, PUM2 ou ambas para o inicio da
diferenciacéo, pode ter mascarado os niveis de mMRNA de PUMILIO. Outra hipétese é
gue as células silenciadas podem sinalizar de alguma forma para que as células ndo
silenciadas compensem a producdo de PUMILIO, mascarando novamente o0s niveis
de mRNA de PUMILIO das células silenciadas. Essa segunda hipotese esta apenas
no campo da especulacdo e precisaria de mais estudos para saber se essa
comunicacao celular realmente poderia resultar no efeito observado.

Outra questdo observada experimentalmente neste e em trabalhos prévios do
grupo, e que vale a pena ser levantada, € a variabilidade entre os ensaios de
cardiomiogénese. Entre uma réplica e outra do ensaio, mesmo utilizando os mesmos
materiais, protocolos, meio de cultivo, reagentes e células na mesma passagem, a
variabilidade da eficiéncia de diferenciacdo permanece alta entre as replicatas. Isso
reflete desde o primeiro ensaio de citometria de fluxo, no dia 3, até o ultimo, no dia 15,
e também nas concentracdes de RNA extraidos ao longo do processo. Esse
fendbmeno fica evidente quando representamos os dados em um grafico com os
resultados das médias e desvios padrdes das replicatas (como apresentado nas
figuras 5.3 D e 5.14). Neste estudo, ndo foram encontradas razdes para que tal
fendbmeno ocorra, permanecendo como variavel da propria técnica.

Sabendo que PUMILIO ¢é expressa por quase toda a diferenciacédo
cardiomiogénica, para observar o efeito do seu silenciamento sobre alguns alvos,
precisavamos escolher aqueles envolvidos na cardiomiogénese, e observar o seu
comportamento durante o processo. Para isso, andlises de bioinformatica nos
permitiram organizar em clusters o perfil de comportamento de 1789 alvos de
PUMILIO descritos na literatura, e atraves de analises de GO, classificar estes alvos
em processos e funcdes que podem estar envolvidos na cardiomiogénese. Assim,
conseguimos reduzir de 1789 alvos para 5 alvos de PUMILIO envolvidos em
processos do desenvolvimento que possuem papel ha comunicac¢éo celular ou como
fator de transcricdo. Comecando pela fracdo livre, sabemos que proteinas da via Wnt

estdo envolvidas na cardiomiogénese. Esta via precisa ser inicialmente desligada para
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gue as células se comprometam com a linhagem cardiaca (revisado em MUMMERY
et al., 2012). Logo, a presenca de proteina da familia Wnt na fracé&o livre é esperada,
pois acredita-se que proteinas presentes nesta fracdo ndo estdo sendo expressas ao
longo do processo. Wnt5a ja foi descrita como tendo um papel tanto de reprimir quanto
de ativar a via Wnt canbnica em camundongos (AMERONGEN et al., 2012), e
importante para desenvolvimento de diferentes sistemas, como nervoso
(ANDERSSON et al., 2013), esquelético (KELLER et al., 2015) e até mesmo cardiaco
(COHEN et al.,, 2012; BISSON et al., 2015). Wnt3 ja foi associada com o
desenvolvimento de trofoectoderme (KRIVEGA et al., 2015) e endoderme (JIANG et
al., 2013). FOXA1 é um fator de transcricdo associado com o desenvolvimento
principalmente da endoderme e possui expresséo em tecidos derivados da ectoderme
(revisado em BERNARDO; KERI, 2012). Sendo WNT3, WNT5A e FOXA1 também
alvos de PUMILIO, analisar o efeito do silenciamento de PUMILIO sobre estas
proteinas poderia ser interessante. Na fracéo polissomal, encontramos INPP4B, uma
proteina envolvida na comunicacgao celular, muito descrita em alguns tipos de cancer
(BALAKRISHNAN; CHAILLET, 2013; KOFUJI et al., 2015; SHOWLER et al., 2017) e
no desenvolvimento do sistema nervoso (JI et al., 2016). NFIA € um fator de
transcricdo descrito no desenvolvimento do cérebro e medula 6éssea e alguns tipos de
cancer desses tecidos (revisado em CHEN et al., 2017). Nem INPP4B nem NFIA
foram descritos ainda no desenvolvimento de mesoderme ou do sistema
cardiovascular. Mesmo assim, foram escolhidos por seguirem os critérios de sele¢éo
de alvos de PUMILIO neste projeto, além de apresentarem um comportamento de
aumento na fracéo polissomal durante a cardiomiogénese, sugerindo que, por estar
aumentando a sua expressao, podem ter um papel no processo.

Quando analisamos a expressdo do alvo FOXAL, vemos que embora sua
expressdo aumente nas ceélulas silenciadas, este aumento ndo chega a ser
significativo em relacdo ao controle. Surpreendentemente, FOXA1 apresenta um
aumento na fracdo polissomal no dia 4 da diferenciacdo cardiomiogénica, fase onde
as células estdo diferenciadas em mesoderme. FOXAl foi descrito no
desenvolvimento de endoderme e ectoderme, tendo participacdo em alguns tecidos
de mesoderme, como o tecido renal (revisado em BERNARDO; KERI, 2012). Este
fator de transcricdo também néo foi localizado em tecido cardiaco em camundongos
(WERT et al., 2004). Isso justifica a queda na expressdo na fragdo polissomal e o
aumento da expresséao na fracao livre nos dias 9 e 15 da diferenciacao. Outro alvo de

PUMILIO, NFIA, apresenta um aumento de sua expressao ao longo da diferenciagcéo
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das células silenciadas, sendo este aumento significativo apenas no dia 4 no
silenciamento de PUML1. Os dados de RNA-seq também mostram um aumento neste
fator de transcricdo na fracdo polissomal ao longo da cardiomiogénese. NFIA ja foi
descrito como regulador da via de sinalizacdo Notch no desenvolvimento do sistema
nervoso central (NAMIHIRA et al., 2009; PIPER et al., 2010). A via Notch € associada
também com o desenvolvimento cardiaco, tendo descrita a interacdo com BMP2,
outro alvo de PUMILIO (Anexo V) (revisado em ZHOU; LIU, 2014). Além disso, foi
demonstrado in vivo que a via Notch pode ser ativada com a adicédo de Activina A para
induzir a formacédo de mesoderme (ABE et al., 2004). O aumento da expressao de
NFIA ao longo da diferenciacdo pode indicar uma possivel rede de regulacdo de
PUMILIO da via Notch no desenvolvimento de mesoderme e cardiaco.

Com os dados obtidos, n6s observamos que o silenciamento de PUMILIO
possui um efeito na saida da pluripoténcia e na eficiéncia da diferenciacao
cardiomiogénica de hESC. Esses efeitos aumentam levemente quando PUM1 e
PUM2 séo silenciadas conjuntamente. Uma vez que o silenciamento ndo se manteve
até o final do processo de cardiomiogénese, sugerimos que o efeito de PUMILIO
esteja agindo no inicio da diferenciacdo, mais especificamente na manutencdo da
pluripoténcia de hESC. Na auséncia destas proteinas, a célula se compromete com a
diferenciacdo e esse efeito se estende até a diferenciacdo completa. Este trabalho
corrobora com outros estudos que descrevem proteinas da familia Puf como
envolvidas na manutencédo do estado indiferenciado de células germinativas e células-
tronco de diferentes organismos (revisado em KIANI et al., 2017), mostrando que em
humanos, as proteinas PUMILIO conservam o seu papel ancestral.
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7 CONCLUSOES

1) PUM1 e PUM2 séo expressas constitutivamente em hESC e durante o processo
de diferenciacao cardiomiogénica;

2) O silenciamento de PUMILIO em hESC mostrou uma reducdo nos niveis dos
MRNAs de OCT4 e NANOG, relacionados a pluripoténcia;

3) O silenciamento de PUMILIO durante a cardiomiogénese aumentou a eficiéncia
da diferenciacdo, mesmo que o silenciamento ndo tenha se mantido até o fim do
processo;

4) O perfil de expressao de alguns alvos de PUMILIO séo variadveis ao longo da
diferenciacao cardiomiogénica e podem exercer papel no processo;

5) A expressédo de alvos de PUMILIO ao longo da cardiomiogénese pode indicar a
participacdo da regulacdo de PUMILIO em vias associadas com a pluripoténcia

e cardiomiogénese, como a via Notch.
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ANEXOS
ANEXO I: MAPA DO PLASMIDEO UTILIZADO NO SILENCIAMENTO DE PUMILIO

. \O%p " :
Fita Senso N Fita Antissenso

w— CCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTT s
— GGCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGCTCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAAAA w—
N

U cppt

puroR

LR io \ \SINB' LTR

W) Psi =
) 7086 bp

RSV/S' LTR |

f1 orl

puUC ori

ampR

Fita Senso

doo™

Fita Antissenso

Nome Descricao

U6 Promotor U6

cppt Extenséo de polipurina central

hPGK  Promotor eucaridtico da
fosfogliceratokinase humana

puroR  Gene de resisténcia a puromicina
para selegdo em mamiferos

SIN/3L Repeticao terminal longa para
TR inativagado propria em 3’

f1 ori Origem de replicagao f1

ampR  Gene de resisténcia a ampicilina
para selegdo bacteriana

pUC ori Origem de replicagdo puUC
5 LTR Repetigao terminal longa em 5’

Psi Sinal para empacotamento de
RNA
RRE Elemento de resposta a Rev

Fonte: adaptado do manual do frabicante (MISSION® Lentiviral Tranduction Particle, Sigma-Aldrich,
cédigo de catalogo: SHCLNV).
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ANEXO II: SOLUCOES E TAMPOES

Tabela 1 — PBS 10X

Reagentes 10X*
NaCl 80¢g
KCI 29
NazHPO4 1159
KH2POa4 249
Agua destilada 11

*Para 1X: diluir 100 ml da solug&o 10X
em 900 ml de agua destilada.

Tabela 2 — PBS 1% BSA ou 0,5% BSA

Reagentes 1% 0,5%
PBS 1X 100 ml 100 ml
BSA 10g 59

Tabela 3 — Composicéo da solucéo
de reacdo de cDNA.

Reagentes 1X

Buffer 5X 4,0l
MgCl2 2,4ul
dNTP 1,0ul
RNAse Out 0,5ul
RT Improm 1,0ul
Total 8,9ul

Tabela 4 — Composi¢do do mix de
RT-qPCR.

Reagentes Volume
SyBR Green 5,0ul
Primer Foward  0,5ul

Primer Reverse 0,5l
H20 1,5ul
Total 7,5ul

82

Tabela 5 — Composicao do tampéo de
amostra 4X (TA)

Reagentes 20ml

TrisHCIpH 6,8 1M 3,2 ml
SDS 10% 8,0 ml
B-mercaptoetanol 2,0ml
Glicerol 4,8 ml

Azul de Bromofenol 4,0 mg

Tabela 6 — Solucdo de SDS-PAGE

Reagentes 5X
Tris-base 1519
Glicina 72 ¢
SDS 10%* 50 ml

Agua ultrapura 950 m

*50 g de SDS em 50 ml de agua ultrapura.

Tabela 7 — Tampdo de transferéncia para
Western Blot

Reagentes 10X (@l) 1X(@h*

Tris-base 309 -
Glicina 144 g -
Metanol - 200 ml
Agua ultrapura 11 700 ml

*Para fazer 1 1, diluir 100 ml da solu¢do 10X em
700 ml de 4gua e completar com 200 ml de
metanol.

Tabela 8 — TBS 10X

Reagentes 10X*

Tris HCI 1M pH 8,0 300 ml
NaCl 5M 200 ml
Agua destilada 500 ml

*Para 1X: diluir 200 ml da solu¢éo 10X
em 900 ml de 4gua destilada

**Para TBSt 0,1%: 0,5 ml de Tween 20
em 500 ml de TBS 1X



ANEXO Ill: SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS

Primer Sequéncia TF  Tm Gene ID

GAPDH  5- GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC -3’ 149 60 NM_00204

PF 6.3

GAPDH  5-TGGTTCACACCCATGACGA -3’

PR

PUM1 PF 5- TGAGGTGTGCACCATGAAC -3’ 187 61 NM_00102
0658.1

PUM1 PR 5’- CAGAATGTGCTTGCCATAGG -3

PUM2 PF 5- AGGATCAGTATGGCAATTATG -3’ 389 60 NM_00128
2752.1

PUM2 PR 5- ATACTTTTCCAACTTGGCCAG -3

OCT3/4  5- ATGCATTCAAACTGAGGTGCCTGC -3' 192 60 NM_00117

PF 3531.2

OCT3/4  5- AACTTCACCTTCCCTCCAACCAGT -3’

PR

NANOG 5- ACCAGAACTGTGTTCTCTTCCACC -3 200 60 NM_02486

PF 5

NANOG 5- CCATTGCTATTCTTCGGCCAGTTG -3

PR

FOXA1 5’- ACCAGCGACTGGAACAGCTA -3 143 60 NM_00449

PF 6.3

FOXA1 5- ATGTTGCCGCTCGTAGTCA -3’

PR

WNT3 PF 5- ACTTCGGCGTGTTAGTGTCC -3 176 NA NM_03075
3.4

WNT3 5’- CCAGCAGGTCTTCACCTCAC -3’

PR

WNT5A  5- ATTAATTCTGGCTCCACTTGTTGC -3 150 NA NM_00125

PF 6105.1

WNT5A 5- AATTACAACCTGGGCGAAGGA -3

PR

NFIAPF 5- AGGCGGGGTTAAAGTTCAGC -3’ 299 60 NM_00113

4673.3
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NFIAPR 5-GGGGCAGAAGTGCTTCGAT -3’

INPP4B  5- AGACAAAGAGCCTTGAAACCAG -3 267 NA NM_00110
PF 1669.2
INPP4B  5- ATCATTGGCCTGGGCTGTAG -3’

PR

TF: Tamanho do Fragmento(em ares de base); Tm: Temperatura de anelamento (em °C); NA: N&o
amplificou.

ANEXO IV: ANTICORPOS UTILIZADOS NO WESTERN BLOT

Anticorpo Caracteristicas

Anti-PUM1 (primario) Goat Polyclonal IgG (Bethyl Laboratories, A300-201A)
Anti-PUM2 (primario) Rabbit Polyclonal IgG (Bethyl Laboratories, A300-202A)
Anti-pB actina (primario) Mouse mAb (Cell Signaling Technology, 8H10D10)

Anti-goat (secundario)  Rabbit polyclonal IgG (H+L) HRP (Thermo Fisher
Scientific, #31402)

Anti-rabbit (secundario) Goat IgG polyclonal peroxidase (Sigma-Aldrich, A0545)

Goat anti-mouse Goat polyclonal IgG (H+L) HRP (Thermo Fisher Scientific,

(secundario) #31430)

ANEXO V: ALVOS DE PUM1 E PUM2

Lista de alvos de PUMILIO (GALGANO et al., 2008)

ABCC5; ABHD10; ABHD13; ABHD5; ABI2; ABL2; ABLIM3; ACBD3; ACOT4; ACVR1,
ACVRI1B; ACVR2B; ADAMTS5; ADAMTS6; ADARB1; ADD3; ADM; ADSS; AGA,;
AGGF1; AGPATS5; AGXT; AGXT2; AHCTF1; AHDC1; AHSAL; AHSG; AIP; AKAP1,;
AKAP12; AKAP13; AKTIP; ALDOB; ALG10; ALKBH1; ALS2CL; AMH; AMIGOZ2;
AMOTL2; ANGEL2; ANK3; ANKH; ANKRD12; ANKRD16; ANKRD50; ANKS1B,;
ANP32B; ANP32E; AOCS3; AP1S1; AP4S1; APC; APP; APPL1; AQP3; AQPS5; ARAF,;
ARCN1; AREG; ARF1l; ARFGEF1; ARFGEF2; ARGLU1; ARHGAPS5; ARHGDIB,;
ARHGEF7; ARID4B; ARID5B; ARL6; ARL6IP1; ARL6IP6; ARL8B; ARMC9; ARMCX2;
ARMCX3; ARMCX6; ARPC3; ASB1; ASF1A; ATAD1; ATF2; ATG3; ATP11B; ATP1B3;
ATP6AP2; ATP6V1B2; ATP6V1G1; ATRN; AURKA; AXIN1;, AZIN1, B3GALTL;

B3GAT2; B3GNT1;, B3GNT5; BAALC; BACH1; BAIAP2; BAP1l, BAZ2B; BBCS;
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BCAR1; BCAR3; BCKDHB; BCL10; BCL2L1; BCL2L11; BCL6; BCOR; BLMH; BMP2;
BNIP2; BNIP3L; BOK; BRD2; BRD7; BRI3; BRMS1L; BRWD1; BTBD7; BTG1I;
BTN3A3; BUB1; BUB1B; BUB3; C120rf29; C140rf119; C170rf85; C1GALT1;
C1GALT1C1; Cilorf52; C200rf24; C3AR1; Cborfl5; Cbhorf24; Cé6orfl; C60rf136;
C9orf78; CAB39; CACHD1; CALCOCOZ2; CALM3; CAMKK2; CAMTA2; CAPNZ2;
CAPRINL1; CAPS; CASC4; CASD1; CASP3; CASQ2; CAV1; CBFB; CBWD1; CBWDS5;
CCDC106; CCDC12; CCDC14; CCDC25; CCDC43; CCDC61; CCDC80; CCDC82;
CCNB2; CCNC; CCNE2; CCNG2; CCNT2; CCNYL1; CD2AP; CD46; CD69; CDY9;
CDC14A; CDC14B; CDC27; CDC42SE2; CDCA8; CDK7; CDKN1A; CDKN1B;
CDKN1C; CDKN2AIP; CDS2; CEBPD; CENPN; CENPO; CEP170; CEP290; CEP350;
CEPS55; CEP76; CFD; CFDP1; CHD1; CHD2; CHD7; CHD9; CHEK1; CHEKZ2; CHIC1;
CHM; CHMP1A; CHMP2B; CHMP4C; CHMP7; CHPF; CISD3; CKAP2L; CKS2;
CLASP2; CLCC1; CLIC2; CLIC4; CLK2; CLK4; CLPTM1; CLSTN1; CMTM3; CNOT1;
CNOT8; CNTN3; CNTNAPL1; COBLL1; COG6; COIL; COL1Al; COQ10B; CP; CPE;
CPEB3; CPEB4; CPNES8; CPSF2; CR1L; CRBN; CREB3L2; CREBZF; CRY1;
CSNK1D; CSNK1G3; CSPP1; CSTF1; CTCF; CTDSP1; CTGF; CTNND1; CUL1;
CUL5; CXCR4; CYB5R3; CYLD; CYP2B6; CYP2U1; CYP3A4; CYR61; DAB2; DBF4;
DBT; DCBLD1; DCK; DCP2; DCT; DCUN1D1; DCUN1D4; DDHD2; DDIT3; DDX21;
DDX31; DDX55; DDX59; DEAF1; DENND4C; DEPDC1B; DEPDC7; DHRSX;
DICERL1; DISC1; DKK1; DLAT; DLL3; DNAJB1; DNAJB14; DNAJB5; DOCK4; DOCKS9;
DOK2; DSG2; DTWD1; DUSP16; DUSP6; DYNCL1I2; DYRK1A; E2F3; E2F6; E2FS8;
EBF3; ECHDC2; ECHS1; EDEM1; EDEM3; EED; EFNAL; EFNB1; EGFR; EIF1AY;
EIF3J; EIF4A3; EIF4AE; EIFAGS3; ELAVL4; ELF1; ELF3; ELL2; ELP4; EML2; EMP2;
EMX2; ENSA; ENY2; EPB41L4B; EPC2; EPHB4; EPHX2; EPOR; EPRS; EPS15;
ERH; ERN1; ESD; ESF1; ETNK1; ETS2; ETV4; EVI5; EXOC1; EXOC2; EXOCS6;
F13Al1; F3; FAM103Al;, FAM107B; FAM122A; FAM133B; FAM134A; FAM149A;
FAM3C; FAM46A; FAM60A; FAM63B; FAM64A; FAM65A; FAM72B; FAMB84A;
FAM96A; FAM98B; FAS; FBXL14; FBX010; FBXO18; FBX021; FBX0O25; FBXO3;
FBXO30; FBX032; FBXO34; FBX038; FBXW11; FCER1A; FCHO2; FGB; FGFR1;
FGFR10OP2; FGR; FHDC1; FJX1; FKBPL; FLT1; FMO1; FMR1; FN1; FNBPLL;
FNBP4; FNDC3B; FNIP1; FOSL2; FOXAl; FOXF2; FOXM1; FOXN2; FOXNS3;
FOXOS3; FOXP1; FOXRED1; FRMD6; FRS2; FSD1L; FST; FTH1; FXR2; FZD3; FZD6;
FZD7; GAB1l;, GABPB2; GADD45A; GAS1; GAS2L1; GAS2L3; GAS6; GATAZ;
GBGT1; GCA,; GCLC; GCLM; GDI1; GFM1; GINS3; GKAP1; GLCCI1,; GLI3; GMCLZ,
GNAI1; GNB5; GNE; GNG10; GNPNATL1; GNPTAB; GOLGA1; GOLIM4; GOLPHS;
85



GOLT1B; GOPC; GPATCHS; GPR143; GPRC5A; GRAMDI1B; GRB10; GRBZ;
GRHL1; GSK3A; GSTCD; GSTM3; GTF2B; GTPBP1; GTPBP10; GYG2; GCOM1,;
H1FO; HEATRS5B; HECA; HERC3; HERC4; HESX1; HHEX; HIAT1; HIPK2;
HIST1IH2AC; HK2; HLX; HMBS; HMGB3; HMGCR; HMOX1; HNMT; HNRNPR;
HORMAD1; HOXA1l; HP1BP3; HSD17B12; HSF2; HTR2A; 1D2; IDH3A; IDI1;
IERS3IP1; IERS5; IFI16; IFIT1; IFNAR1; IFNGR1; IFNGR2; IFT80; IGBP1; IL15; IL16;
IL1IR1; ILIRAP; IMPAL; INPP4B; INTS10; INTS2; INTSS; INTS6; INTSS; IPO7; IREB2;
IRF2; IRS2; ISCAL; ISCU; ITGAZ; ITGAG; ITGB3BP; ITPR1; ITSN2; IVNS1ABP;
JAG2; JMJD1C; JUN; KALRN; KBTBDZ2; KBTBD7; KCNAB2; KCNK1; KCNTZ;
KCTD3; KIAA0247; KIAA0391; KIAA0907; KIAA1109; KIAA1143; KIAA1147;
KIAA1429; KIAA1432; KIAA1468; KIAA1715; KIAA2026; KIF11; KIF1B; KLF13; KLF5;
KLF9; KLHDC9; KLHL20; KLHL29; KPNA2; KRIT1; L1ICAM; L3MBTL3; LACTBZ; LBR;
LEMDS; LGR4; LIFR; LIN54; LIX1L; LMBR1; LMBRD1,; LPP; LRIG2Z; LRPS8; LRRC57;
LRRC58; LRRFIP2; LSM1; LSM14A; LSM14B; LSM5; LTBP3; LTV1; LYPD6; LYRM7;
LZTS2; MAFG; MAN1C1l; MAP3K1l, MAP4K3; MAPK1; MAPKG6; MAPKAP1;
MAPKAPKS5; MAPKBP1; MAPRES; MARK4; MASTL; MATNZ2; MBIP; MBL2; MBNL1;
MBNLZ2; MBOATZ2; MBTD1; MCM3; MCM4; MCRS1; MED13; MED17; MED28; MED4,
MEDG6; MEF2D; MEGF10; MEGF9; MET; MFAP1; MFAP3; MFGES; MFN1; MGAT4B;
MGEAS; MIB1; MIB2; MIER1; MIERS3; MINA; MKL2; MKNK2; MKRN1; MLLT10;
MLLT4; MNT; MON1B; MORF4L2; MOSPD2; MOSPD3; MPHOSPHS8; MPL; MPP6;
MPZL2; MRPL16; MRPL18; MRPL22; MRPL34; MRPS18A; MRPS18B; MRPS23;
MRPS25; MRPS26; MRPS35; MS4A1; MSX1;, MT1E; MT1H; MTAP; MTDH; MTF2;
MTM1; MTMR1; MTMR12; MTPN; MUC15; MYD88; MYSM1; NASP; NBEA; NCAPH;
NCDN; NCK1; NCL; NCOA1; NCOA3; NDC80; NDFIP1; NDUFS3; NDUFV2; NEKS;
NENF; NEXN; NF1; NFE2L2; NFIA; NFIL3; NFKBIA; NFKBIZ; NFYA; NFYB; NGDN;
NIF3L1; NIPA2; NISCH; NKTR; NLE1; NLGN2; NLGN4X; NLK; NLRP2; NOL8; NOV;
NPAT; NPEPPS; NR2C2; NR2F1; NR3C1; NR4A1l; NRIP1; NRXN2; NSL1; NTN4;
NUDCD1; NUDT4; NUF2; NUFIP2; NUP153; NUP160; NUPL1; NUSAP1; NXF1;
OAS2; OPAl; ORMDL3; OSBPL10; OSBPL6; OSBPL9; OTUD4, OTUD6B; OXR1,
PAH; PAIP1;, PAK1IP1; PAK2; PALB2; PAM; PANK1; PANK2; PAPD4; PAPOLA;
PAQR3; PARD3B; PARDGB; PARG; PARP2; PARPG6; PATL1; PBX3; PCDH11Y;
PCDHY7; PCF11; PCM1; PCNA; PCNP; PCSK2; PDCD10; PDCD7; PDE7B; PDHX;
PDIK1L; PDK4; PDS5B; PEX11B; PEX14; PEXS3; PFDN1; PFDNG6; PGGT1B;
PGRMC2; PHACTRZ2; PHC2; PHF10; PICALM,; PIGY; PIK3C2A; PIK3CB,; PIM1;
PIM2; PITPNA; PITPNB; PITX2; PJA2; PLA2G6; PLA2R1; PLEKHAL; PLK4; PLSCR1,;
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PMP22; PNN; PNO1; PNRC1; PNRC2; PODN; PODXL; POFUT1; POLD2; POLR1C;
POLR2B; POLR2F; POLR2J; POLR2K; PPAT;, PPHLN1; PPIH;, PPM1H; PPM1K;
PPP1R10; PPP1R12A; PPP2R2D; PPP2R5A; PPP6C; PRDM10; PRDM4; PRDXG6;
PRICKLE4; PRKAAL; PRKCD; PRKCE; PRKD3; PRKDC; PRMTZ2; PROM1; PRPF18;
PRPF40A; PRRC1; PRSS23; PSMA4; PSMG2; PSMG3; PTCH1; PTEN; PTP4A1l;
PTPN1; PTPN13; PTPRA; PTS; PUM2; PURB,; PUS7; PVRL3; PWP1, PWWP2A;
PXDN; QKI; RAB12; RAB18; RAB22A; RAB27A; RAB2A; RAB3GAP2; RAB4A;
RABS5SB; RAB6A; RAB7A; RABGEF1; RABGGTB; RABL3; RAC1; RAD1; RAD17;
RAD18; RAD23B; RAD50; RAD54B; RAE1; RAI1l; RALGPS2; RAN; RANBPZ;
RAPGEF2; RASSF8; RBBP6; RBM12B; RBM15B; RBM23; RBM25; RBM27; RBM28;
RBM39; RBM6; RBM7; RBMS1; RCAN1;, REEP1; RELL1; REV1, RFC3; RFC4;
RGMB; RHEB; RHOB; RHOF; RHOJ; RHOT1; RHPNZ2; RICTOR; RIF1; RIOK1,;
RMNDS5B; RNF122; RNF138; RNF139; RNF180; RNF19A; RNF216; RNF8; ROBO1,;
ROCK2; RPE; RPL22L1; RPS14; RPS20; RPS29; RPS6KA3; RPS6KAS; RQCD1,;
RRM2B; RRN3; RRP1B; RSBN1; RSBN1L; RSRC2; RTKN; RUFY2; RUNX1T1,;
RWDD3; S100A7; SACM1L; SAMMS50; SAP18; SAP30L; SAV1; SCAMP1; SCAMP2;
SCAND1; SCARB2; SCML2; SDHA; SEL1L; SEMA3C; SEMAGD; SENP2; SENPG;
SEPHS1; SERBP1; SERPINAL; SERPINB5; SERPINBS8; SETD1A; SF3B1; SF3B2,;
SFTPB; SGOL1; SGPP1; SGSM1,; SH2D5; SH3BGRL; SHC1; SHMT2; SIAH1; SIN3A;
SIRT1; SKP1; SLBP; SLC12A7; SLC13A5; SLC16A1; SLC17A5; SLC1A1; SLC20A2;
SLC25A12; SLC25A32; SLC25A37; SLC25A40; SLC25A44; SLC26A2; SLC2A1,
SLC30AS5; SLC30A6; SLC30A7; SLC35A1; SLC35A3; SLC35A5; SLC37A1;
SLC38A1; SLC38A2; SLC39A10; SLC39A9; SLC6A15; SLC7A1l; SLCOA6; SLMO2;
SLTM; SMAD2; SMAD7, SMAP1l; SMARCA2; SMARCAD1; SMC3; SMEKZ2,
SMNDC1; SMPDL3A; SNAP29; SNCA; SNRK; SNRPB; SNTB2; SNTG1; SNUPN;
SNX12; SNX13; SNX2; SNX4; SOCSS5; SOCS6; SORBS2; SOS2; SPAG1; SPAST;
SPIREL; SPIRE2; SPRY2; SPTBN1; SPTLC2; SREBF1; SRFBP1; SRRM1; SS18L2;
SSTR1; SSX2IP; STAG2; STAM; STAM2; STAMBP; STARD3NL; STARD4; STAT1,
STC2; STK24; STK4; STOM; STRNSI; STT3B; STX12; STX16; STX17, STX2;
STXBP3; SUMO2; SURF2; SUV420H1; SVIL; SWAP70; SYF2; SYNCRIP; TACC2;
TACSTD2; TAF5; TANK; TARDBP; TATDN3; TBC1D1; TBC1D12; TBC1D23; TBK1,
TBP; TBPL1, TBX3; TCEAL;, TCF12; TCF4; TCF7L2; TEC; TENC1; TES; TFAM,;
TFAP2C; TFDP2; TFPI; TGS1; THAPS; THNSL1; THRB; THUMPD3; THYN1; TIAL,
TIAM2; TIFA; TIMM8B; TLE3; TLK1; TM2D3; TM4SF1; TM9SF2; TMOSF3; TMBIM4,

TMCC1; TMED10; TMED4; TMEDS; TMEM106B; TMEM165; TMEM174;, TMEM181,
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TMEM41B; TMEM50B; TMEM54; TMEM55B; TMEM63B; TMEM68; TMEMG69; TMF1,
TMODS3; TNFAIP6; TNFRSF10D; TNPO1; TNRC6A; TOP1; TOP2A; TOPBP1;
TOR1AIP1;, TP53BP1; TPBG; TPD52L2; TPM1; TRAK1; TRAPPC4; TRAPPCG6B;
TRIAP1; TRIB2; TRIM23; TRIM33; TRIO; TRRAP; TRUB1; TSC22D1; TSC22D2;
TSPAN3; TTBK2; TTC17; TTC30A; TTC32; TTC9; TTK; TUBEL; TULP4; TUSCZ2;
TXNL1; UBA2; UBE2A; UBEZ2B; UBE2G1; UBE2V2;, UBE2W; UBE2Z; UBLS3;
UBLCP1; UBQLN1; UBQLN4; UBTD2; UGCG; UGT3A1; UNC119; UNC50; UNC5CL;
USP1; USP12; USP21; USP32; USP33; USP42; USP53; USP6; USP8; VAMP2;
VAMP4; VAV3; VCPIP1; VGLL3; VHL; VKORCI1L1; VPS13B; VPS26A; VPS33B,;
VPS4B; VTAL, WARS2; WASF2; WASL; WDR13; WDR19; WDR20; WDR36; WDR44,
WDR48; WDR5; WDR59; WDR75; WDR82; WEE1L; WIPF2; WIPI2; WNT3; WNT5A;
WNT9A; WSB1; WTAP; XPNPEP3; XPOT; XRCC1; XRCC4; YAPL; YEATS4; YIPF4;
YIPF6; YPEL2; YPEL3; YPEL4; YWHAG; ZBTB11; ZBTB33; ZBTB34; ZBTB38;
ZBTB44; ZC3H15; ZC3H18; ZC3HS8; ZC3HAV1L; ZDHHCS3; ZDHHC6; ZFANDS;
ZFANDG6; ZFHX3; ZFP1l; ZFP36; ZFP37; ZFX; ZHX1; ZHX2; ZIC2; ZMYMZ2;
ZMYND11; ZMYND19; ZMYNDS8; ZNF124; ZNF131; ZNF146; ZNF148; ZNF217,
ZNF230; ZNF236; ZNF263; ZNF275; ZNF292; ZNF326; ZNF507; ZNF510; ZNF532;
ZNF585A; ZNF605; ZNF609; ZNF639; ZNF644; ZNF664; ZNF7; ZNF706; ZNF714;
ZNF812; ZNF92; ZRANB2; ZWILCH; ABCA5; ABHD2; ACADS; ACER3; ACSL4;
ADAM23; AGAP1; AGBL1l; AGBL4; AIM1; AK7; AKAP6; AKAPSL; AKIRINZ;
ALDH18A1; ALDH1A2; ALGY9; ALOX5AP; AMMECRI1L; ANKLE2; ANKRD40; ANO4;
AP1Gl; AP2B1; APBA1; APEX1; RNASE10; APOAl; ARHGAP20; ARHGAP22;
ARHGAP25; ARRB1; ASAHL; ASPG; ATF7IP; ATLZ2; ATL3; ATP10A; ATP1B1,;
ATP6VOE1; ATRNL1; ATXN3; BAGALNT3; BBS10; BCR; BGN; BICD1; BIVM; BPI,
C10o0rfll; C100rf71; Cllorf42; C11orf80; C120rf57; C120rf76; C150rf26; C18orf25;
C2CD3; C6orf62; CADM1; CALM1; CAMK2G; SPAG7; CASK; CBX3; CCDC60; CCNI;
CCNT1;, CCNY; CD276;, CD5; CDC123; CDH23; CDH7; CDK1; CDON; CDVS;
CEBPA; CELF1; CELF2; CENPT; CHST11; CHTF8; CLEC2D; CLK1; CLSPN;
CNNM1; CNTN5; COL13A1; COL15A1; COL4A2; COX10; CPSF7; CPT1A; CREB1;
CST6; CTDSPL; CTDSPL2; CTR9; CXADR; CXorf22; DCAF5; DCN; DCUN1D5;
DENND5B; DGKE; DIO2; DLGZ2; DLST; DMXL1; DNAJC3; DOCK1; DOCK3; DPF3;
DPP6; DUT; DYDCL1; DYNLL1; DYRK4; EHD1; EIF4B; ELK1; EML4; EN2; ENOX1,;
ERC1; ERCC6; ERMP1; EVL; FAM155A; FAM168A; FAM19A5; FAM21C; ANTXRL;
FAM35A; FAM65B; FAM71D; FANCI; FAR2; FARP1; FBXL20; FCHSD2; FIS1,
FMNL3; FOS; FOXC1; FRA10AC1; FRMD5; FRMPD2; G2E3; GAPDH; GBF1; GMDS;
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GNG12; GNG2; GNL3; GOLGA8BA; GOLGASB; GPATCHZ2; GPR149; GRTP1; GSGZ2,;
GSPT1; GTF2IRD2; H2AFY2; HAUS4; HES1; HIP1R; HLCS; HMGB2; HMGXB4,
HNRNPH3; HNRNPK; HOXB2; HOXB3; HOXB9; HPSE2; HRAS; HRC; HS6ST1,;
HSD17B7; HSPE1; HSPH1; HTR7; HUNK; HYDIN; IARS2Z; IL2RA; INPP5A; IQCH;
IRF2BP2; ITFG2; ITPK1; ITPR2; KATS; KCNH5; KCNIP1; KCNJ5; KCNJ6; KDM3A;
KDMS3B,; KIAA0100; KIAA1191; KIAA1462; KIAA1467; KIF5B; KIRREL3; KLHDC10;
KLHL15; KLRF2; KRT18; KRT23; LZHGDH; L3MBTL4; LGALS3BP; LGRS5; LIN28B,;
LMOD3; FGF14; LRP5; LRRC28; LUZP6; MAFK; MAP3K3; MCMS3AP; MDC1;
MED31; METTL4; MEXS3A; MIPEP; MIPOL1; MN1; MND1; MON2; MORC3; MORN4;
MPHOSPH9; MUC16; MYH11; MYOS3A; NAALADL2; NADSYN1, NAV2;, NAVS;
NCAPD3; NCKAPSL; NCOR2; NDFIP2; NDRG3; NDST3; NELL2; NFE2L1; NHLRCZ;
NIPAL; NLGN4Y; NOS1; NPM1; NPTX1; NR2C1; NRG3; NRL; NRXN3; NSMCE4A;
NTM; NUP205; OPN3; CHML; OXA1L; PABPC4; PAK1; PAPDS; PARDS; PARKZ;
PCBD2; PCBP2; PCSK7, PCYT1B; PDCDG6IP; PDCL; PDE3A; PDE4D; PDIAS;
PEG10; PELIZ; PFKFB3; PGAM1; PGBD1; PGS1; PHACTR3; PHACTR4; PHF13;
PHF21A; PIBF1; PIK3CA; PLCH1; PMPCB; POU2F1; POU2F3; PPM1A; PPP1R13B;
PPP1R1A; PPP1R9B; PPP2R1A; PPP2R5C; PPP2R5D; PPP4R1; PPTC7; PRAME;
PRICKLE1; PRKG1; PRMT8; PRPS2; PTGES3; PTGFRN; PTPLB; PTPN5; PTPRE;
PTPRK; PTPRO; PUM1; PXMP4; RAB11A; RAB11FIP4;, RAB21, RAB30; RAB3IP;
RABL2B; RAP1A; RAP1B; RBM19; RBM33; RCOR1; RDH14; RFX4; RGS2; RLIM;
RNF165; RNF213; RNF31; RNPS1; RPAP3; RPL15; RPL6; RPN2; RPS13; RYRS;
SAMDS; SBF2; SBNO1; SDCCAGS; SERF2; SERINC3; SETD1B; SETD3; SF3B4;
SFMBT2; SFSWAP; SGMS1; SH3PXDZ2A; SH3RF2; SHOC2; SIK3; SLC1AZ,
SLC39A13; SLC43A1; SLC7AL; SLC8A1l; SMAD3; SMADS5; SMARCC?2; SNAPC1,;
SNIP1; SNX1; SORCS1; SORCS3; SPAG16; SPEN; SPI1; SPOCK2; SPONI,
SREK1; SRRM4; SRSF7; ST8SIA6; STAMBPL1l; STARD13; STX3; SUCLGZ;
SUMOS3; SVEP1; SYCELL; TAF15; TAF4; TBCCD1, TCEB1; TDRD9; TEKT1; TET1,
TFDP1; TFDP3; THAP2; THSD4,; TIGD3; TJP1; TLE4;, TMBIM6, TMEM117,
TMEM132C; TMEM132D; TMEMS50A; TMPO; TMTC1; TMTC2; TNIK; TNRC18S;
TNS3;, TOMM20; TPP1; TRIM2; TRIM44; TRIM69; TRMTS5; TRPM3; TSPANS;
TTC23L; TUBALB; TXLNA; TXNL4B; UBE2C; UBE2N; UBE2NL; UBE3C; UBQLNZ2;
UBR1; UBXNG6; UCK2; UHRF1BP1L; ULK4; UNC13C; UST; VAPA; VPS13D; VTI1A;
WBSCR17; WDFY3; WDR64, ZBTB20; ZC3H6; ZDHHC21; ZDHHC7; ZFHXZ,
ZKSCANL1; ZMIZ1; ZNF384; ZNF398; ZNF438; ZNF440; ZNF503; ZNF521; ZNF536;

ZNF557; ZNF577, ZNF710; ZNF711.
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ANEXO VI: CLUSTERS

Cluster 1 — Fragdo Polissomal Genes do Cluster 1 da
FP

POLR2J; HEATR5B;
DYRK4; ABHD5; NCDN;
= 5 GRAMDI1B;  SNAPCI;
GCLM; HSF2; MIPEP;
PEX3; AGA; MED17;
ZIC2; SDCCAGS;
ZNF275; CDON; FAR2;
ZBTB11; EVI5; IFT80;
GNB5; RAB27A; MNT;

10 -

k-means

0 | SREBF1; EED; TUBEL],
b6 " N o s SLC25A40;  KLHL20;
Dias da diferenciagao RUNXlTl; CDC14A;

SMARCAZ2; RSBN1; ZNF510; PIBF1l; KIAA1467; MAPRES3; TFAP2C; DOCKS;
PPP1R13B; YPEL3; EFNB1; CCDC80; HAUS4; RNF31;, CLSPN; GPATCHZ;
MAP3K1; MRPS18A; HMOX1; ALKBH1; KIAA0247; BRMSI1L; METTL4; CEP76;
ANKRD12; GPR143; PRPS2; WDR13; SCML2; CENPT,; CSPP1; BBC3; GTPBP10;
CAV1; MET; MOSPD3; USP42; FSDI1L; TLE4; DKK1; TBC1D12; FBXL20; INTSZ;
CAMTAZ2; LGALS3BP; CNTNAP1; PPP1R9B; ELP4; CPT1A,; AIP; ITFG2; C120rf57;
FAM65B; SMAP1; HECA; GMDS; CLK4; NR3C1; TRIM23; TBCCD1; BCL6; WNT5A;
HES1, PLCH1; STAM2; ACVR1;, COQ10B; SLC25A12; GADD45A; RGS2; WARS2;
VAMP4; MAN1C1; NENF; DDX59; FOXO3; KLF9; SLC17A5; KBTBD7;, EPHX2; COIL,;
MND1; PAPDS; PIK3CA; TMEM54; CLCC1; CXCR4; FAM35A; ITPR2; PARDGB;
RAB22A; DDX31; EML2; AHDC1,; ZNF384; SGPP1; RAP1B; GNAIl; ZFP36; DOCK4;
E2F8; CDKN1C; SGOL1; MOSPD2; TULP4; HRC; TAF4; ZNF236; PEX11B; RHPNZ2;
VPS13B; MATNZ2; C120rf29; TMTC1; RNF122; TTC9; MEDG6; VAV3; SPIREL; BIVM,;
APC; TBX3; PPP1R1A; ARMCY9; TNS3; ZFHX2; TANK; HS6ST1; GOLGAL; PGBD1;
FHDC1; FCHSDZ2; ARRB1; RAB30; MAPKBP1; SEMAGD; BCARS; CEPS5; HERCS;
CCNG2; PRICKLE1L; AMIGOZ2; GAS2L3; GRTP1; FRMD6; ZNF710; HUNK; IFNAR1,
TMEMS50B; PEX14; BCL10; USP21; CEP170; ZC3H8; RABL3; MEGF10; TPBG,;
90



TIAM2; ZNF92; LACTB2; ZNF7; SURF2; TAFS5; SLC43A1; NPAT; HNMT,; PRSS23;
PTS; ITPR1; SRFBP1; VTI1A; XRCC4; MBNL1; DAB2; AHCTF1; ANKH; SORBS2?;
CYP2U1; FCHOZ2; LRP8; PSMG3; RCAN1; HLCS; GNE; KALRN; SLC37A1; ZNF577;
FMNL3; NEXN; KCNTZ2; SLC30A7; IER5; CCNYL1; ELF3; IFI16; PPM1K; SNRK;
SNIP1; PGGT1B; DCBLD1; CHMPA4C; OXR1; SLC25A32; NFIL3; ZHX1; KIAA1462;
SLC39A13; IDH3A; AKTIP; NCKAPSL; FTH1; C2CD3; LMBRD1; IRF2; SNTBZ2,
LRRC28; E2F6; MN1; EFNAL; SNUPN; CKAP2L; PCDH7; PRDM10; FOXN2; MINA;
MTM1; SOCS5; C1GALT1C1; MORN4; SCAND1; CHST11; POLRI1C; FRMDS5;
FAM21C; CBWD1; NADSYN1; NBEA; KAT5; TNFRSF10D; CCDC106; C110rf80;
RGMB; C120rf76; HRAS; VCPIP1; YPEL2;, DDIT3; GOLGA8A; LSM1; BAIAP2;
ZDHHC21; DEAF1,; ZBTB38; JUN; THAPS; ERN1; ZHX2; TMTC2; BBS10; LRRC57,;
GINSS; TNRC18; BGN; GAS6; TTC32; VPS33B; PLA2G6; ZFP1; INTSS5; WBSCR17,
THNSL1; TRIM69; IRS2; GNG2; LYRM7; LYPD6; RSBNI1L;, EPOR; B3GALTL,
THSD4; ZC3H6; LIN54; XPNPEP3; ZNF124; TSC22D2; ZNF605; SIAH1;, FAM3C,
ADARB1; COL13A1; MIB2; TTC30A; CEP290; ZNF521; SFMBT2; L1CAM; L3MBTLS3;
ARMCX6; TATDNS3; CHIC1; RUFY2; FAM155A; C6orfi36; GOLGAS8B; FNIP1,;
RDH14; SPON1; LIX1L.

Cluster 2 — Fragio Polissomal Genes do Cluster 2 da
FP

HOXA11; PCDH11Y;
BPI; HTR2A; CD5; CD69;

20

7 RFX4; TSPANS;

. ALOX5AP; IL2RA;
9

T HORMAD1;  S100A7;

< C150rf26; TDRDY;

MS4AL; WDR64;

LMOD3; TMEM174; EN2,;
NLGN4Y; MBL2; TEKTI];
SFTPB; DYDC1; C3AR1;
DO D1 D4 D9 D15 GPR149; FCER1A;

Dias da diferenciagio C1lorf42: RNASE10:

TFDP3; PRAME; ZNF536; EIF1AY; MRPS18B; SERPINB5; PFDN6; MDC1; C60rf136;
PPP1R10; BRD2; FKBPL; MRPS18B; C6orf136; FKBPL; MDC1; PFDN6; MDCI1,;
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MRPS18B; MRPS18B; PPP1R10; MDC1; MRPS18B; BRDZ2; FKBPL; PPP1R10;
MDC1; PPP1R10; C60rf136; C60rf136; MRPS18B; MDC1; BRD2; BRD2; PPP1R10;
BRD2; PFDNG6; BRD2; C60rf136; MDC1; C60rf136; PFDN6; PPP1R10; PIGY; KLRFZ2;
SNTB2; CLK2; ANO4; KIAA1147; IFNGR2; LSM14A; TMEMS50B; KRT23; FSBP;
LUZP6; RP11-133L19.3; AC001228.1; NLRP2; PTPRK; ANTXRL; CFD; NLRPZ;
CISD3; ITPK1; PRAME; NLRPZ2; NLRP2; KLF13; NLRP2; NLRP2;, SDCCAGS,;
FAMG0OA; MYH11; SLC12A7; APBA1l; HRAS; RAD17; CEP170; TAF15; NALP2;
BTBD7; CDK7; SERPINAL; TJP1;, WNT3; WNT3; AC018901.1; PRICKLE4; RRNS;
NLRP2; NLRP2.

Cluster 3 — Fragido Polissomal Genes do Cluster 3 da
FP

FGR; FMO1; CP; SPI1;
NAV3; DCT; CDH7;
NOS1; POLR2F; PXMP4,
FGF14; AMH; AREG;
o SLC1A2; PRMT8; OAS2;
BTN3A3; B3GAT?2,
AGXT2; CNTN3; MPL;
CASQ2; ENOX1,;
—=— o~ == | TNFAPS; F13A1;
g | e | pCsK2 RHOJ NRL;
DO D1 D4 D9 D15 MYH11, ALDOB; NOV,;
Dias da diferenciagao ARHGAP20: UNC13C:
GCOM1; SSTR1; KCNH5; DOK2; SNTG1; CBWD5; KIRREL3; CNTN5; PTPRO;
RABGEF1; ADAMTSS5; CLIC2; SORCS3; HYDIN; KCNJ6; CYP3A4; AQP5; ELAVL4;
NDST3; IL15; MT1E; FRMPD2; EMX2; NPTX1; PDE7B; IL16; AGXT; FAM71D;
HPSE2; TIGD3; PODN; CST6; ACOT4; NAALADLZ2; ZBTB20; KCNIP1; ANKS1B,;
GTF2IRD2; CYP2B6; CR1L; CFD; COL15A1; SYCEI1L; MT1H; TTC23L; ATP10A;
AC009961.3; GNG10.

20 -

15

k-means
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Cluster 4 — Fragdo Polissomal Genes do Cluster 4 da

20 - FP
AP2B1:; RPS20; HMGBS3;
PSMA4; DSG2; EIF4B;
] ATP1B3; RAB7A;
. TMOSF3; FGFR1; PCNP:

o

S0 - NFE2L1: TNPOL;
< SEPHS1; SF3B2;
DYNLLL; PAPOLA;
" ] CDV3; ARCNZ;
HNRNPH3; ERH; APEX1;
0o PNN; TPD52L2; VAPA;
|:;o |::1 DI4 DI9 D1|5 STAGZ,; TSC22D1,;
Dias da diferenciagao RABllA, PPP2R1A,

MTPN; NUFIP2; COL1Al1; WSB1; PTGES3; SLC38A1; RAB5B; GAPDH; MCMS3;
PTP4AL; C6orf62; QKI; GOLPH3; SKP1; NKTR; NCL; SPTBN1; FN1; SF3B1; SRSF7,;
TIAL;, IVNS1ABP; SLC2Al1; PRDX6; OSBPL9; MED28; RPN2; CCNI; RAD23B;
RBM25; ZMYM2; CBX3; MORF4L2; CNOT1; SNRPB; HNRNPR; UBA2;, PODXL;
MLLT4; PXDN; RBM39; NDFIP1; TOP2A; RAN; PCNA; NASP; SLC38A2; UBQLN1,;
CAPRIN1; RAC1; ATP6V1G1; YAPL; ABI2; FAMG60A; TMBIM6; SERF2; TSPANS;
TPM1; MFGES; APP; SERBP1; ANP32E; ENSA; ARF1; CELF1; SAP18; AZIN1,
SLC16A1; FZD7; CALM3; STT3B; WDR82, HMGB2; RPS14; HNRNPK; PDIAS;
ZNF146; CLIC4, YWHAG; TMED10; ARL6IP1; DCP2; TOMMZ20; AKIRIN1; RPL15;
GRB2; ZNF664; NPM1;, ATP6AP2; KPNA2, TMEMS0A; XPOT, H1FO0; PCBPZ,
MGEAS; CTNND1; CALM1; BRD2; IPO7; PEG10; LSM14A; TAF15.
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Cluster 5 — Fragao Polissomal

20 -

15 4

10

k-means

T T T
DO D1 D4

Dias da diferenciagao

Genes do Cluster 5 da
FP

PDK4; DCN; GPRCS5A,;
FOXC1; REEP1;
SEMASC; PHACTRS;
C20o0rf24; CAPS; APBAL;
KRT23; RAIl; INPP4B;
ARHGDIB; PDEA4D;
ILIR1; HOXB3; KCNJ5;
UNCS5CL, ALDH1AZ?;
AOC3; PTPRE; GSTM3;
HLX; FOXF2; TMEM117;
RHOF; MBNL2; RNF165;
AHSG; C10orf11;

AKAPG6; SH3RF2; FBXO32; NFIA; FAM84A; MSX1; BAALC; ZNF503; ASPG; MUC15;
TM4SF1; HOXB9; PRKCE; FGB; HOXB2; NR2F1; C100rf71; GATA2; GAS1; MUC16;
SLC8A1; CCDC60; TACSTDZ; GAS2L1; SERPINA1L; DPF3; DIO2; CEBPD; CEBPA.

Cluster 6 — Fragao Polissomal

15

10 -

k-means

T T T
Do D1 D4

Dias da diferenciagao

Genes do Cluster 6 da
FP
GCLC; RBM6; MARKA4:

KIAA0100; UBESC;
VTA1; STARD3NL; CD9;
NISCH; MBTD1,;
PIK3C2A; SNX1;
SLC39A9; NUP160;

ADSS; TRIO; POLR2B;
GOPC; RRM2B; CELF2;
TTC17; FOXNS; KIF1B;
CULL;, PUMZ2; GYGZ;
PPP1R12A; ALDH18AZL,
MRPS35; HIPK2; SPEN;

ZC3H15; TBC1D1, PPP2R5A; ARFGEF1; IDI1; IARS2; CBFB; ACSL4, MAPKG6;
FBXW11; PICALM; C170rf85; ZNF532; EIF4G3; USP33; UBE2A; PPP2R5C; MLLT10;
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PCM1; RIF1; RAB21; CDC14B; CCNT2; CHMP2B; SCAMP1; EPS15; ZFANDG;
RPL6; RCOR1; PABPC4; TNRCG6A; TXNL1; ITGAG; SPAG7; SIRT1; RAB18; H2AFY2;
MKNK2; MAPK1; GTPBP1; CYB5R3; SAMMS0; RBM23; AHSA1l; DICER1,;
ARHGAPS5; ZMYNDS8; CDS2; POFUT1; MIB1; FMR1; PIM2; PCYT1B; ARMCXS;
STK24; FLT1; CTCF; WDR59; GSPT1,; CD276; TJP1; EIF3J; RAB2A; MCM4; ASAH1,
BNIP3L; CLPTM1; GSK3A; PMPCB,; LMBR1; GRB10; ZKSCAN1; WASL,; LSMS5;
C1GALT1; TMEM106B; POLD2; PLEKHAL;, SH3PXD2A; SMC3; TFAM; CCNY;
ZMIZ1; MED13; BLMH; CPE; RAPGEF2; FNBP4; SUV420H1; RSRC2; KRT1S;
PPM1H; FOXM1; ARPCS; DUSP16; GOLT1B; CCNC; PPP2R5D; SENP6; PFDN1,;
HMGCR; C5orfl5; LIFR; SMADS5; ATP6VOE1; STC2; PDCD10; ACVR2B; WDRA4S8;
ABCC5; WDR75; HSPE1; KDM3A, ID2; PRKD3; ATF2; NFE2L2; RALGPS2; PHF13;
CD46; APOA1L; CREB1; PPP6C; MAPKAP1; DLST; ATL2; SMNDC1; ENY2; HSPH1,
KDM3B; TMPO; NFYB; TARDBP; KIAA1191; RBBP6; ZNF644; VPS26A; TUBA1B;
CKS2; STX16; STAMBP; NUP153; TM9SF2;, MRPS26; HP1BP3; ECHS1; DUT;
PHF10; AKAP12; CHMP1A; SH3BGRL; DNAJB1; UBE2G1; ZRANB2; PTPRA;
SERINC3; SRRM1; MKRN1; BTG1; ARL8B; PPHLN1; FBXO18; PUM1; TMEM165;
COL4A2; ARGLU1; FBXO21; SYNCRIP; ACVR1B; CAB39; ISCU; SPRY2; IREBZ,;
EPRS; KCTD3; ANP32B; DCUN1DS5; CTDSPL2; SLTM; NUSAP1;, FNBP1L;
RABGGTB; ATAD1;, TACC2; TET1; KIAA1109; SCARB2; ETNK1; NUPL1;, ESD;
DCAF5; NIPA2; TCF12; BNIP2; SCAMP2; FANCI;, CMTM3; NPEPPS; EIF4AS;
CSNK1D; MTF2; ATP1B1; POUZ2F1; SF3B4; LBR; RHOB; EML4; FAM134A,
CTDSP1,; RQCD1; LPP; PAM; SLC30A5; PNRC1; TMEM181; WTAP; PURB; SNX12,;
ATP6V1B2; CCDC25; SLC25A37, MTDH; POLR2K; STOM, PARD3; HERC4; ADD3;
TCF7L2; ADM; HSD17B12; PAK1; CPSF7; LSM14B; DOCK1; DLAT; CDC123;
THYN1; FARP1; PTPRK; RANBP2; RBMS1; CFDP1;, ZDHHC7; SREK1; BUBS;
TCEB1; CXADR; PPP4R1; ANKRD40; AGPATS; OXALL; CNOTS8; NUP205; BACH1,
ZFANDS3; HIAT1; CCNB2; DYRK1A; WIPI2; WASF2; TMED4; CACHD1;, UBE2Z;
RRP1B; MCM3AP; PRMT2; SHC1; MGAT4B; MYSM1; USP1; ZNF326; CAPNZ2;
SMARCAD1; RPL22L1; PTPN13; TOPBP1; ZDHHC3; SENP2; RFC4; BAP1; GNL3;
SLBP; PGRMC2; OTUD4; STARD4; PRRC1; CASP3; DDX21; CPSF2; TRIM44,
TPP1; WEEL, AP1G1; FAM96A; NAV2, PATL1, STX3; MRPL16; PBX3; UBTD2;
SLC20A2; CHTF8; UBE2V2; SIN3A; BUB1; ROBO1; KLF13; NLGN2; PDCDG6IP;
CDK1,; KIF5B; KBTBD2; TRIAP1; FAM98B; BCL2L1; CLSTN1; ATF7IP; ZNF217,
JMJID1C; ORMDL3; CHDZ2; PITPNA; UBE2C; SMADZ2; CCDC14; RABGA; CHD9;
NR2C2; UBE2N; C140rf119; ZNF609; PAK2; PITPNB; MRPS23; YIPF6; CREB3LZ2;
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SHMT2; TRAK1; CADM1; BCOR; SETD3; RBM33; ARMCX2; SUMOS; BRWD1,
GPATCHS; BCR; TCEAL,; LIN28B; MCRS1;, SUMO2; ZNF292; PNRC2; ZBTB44,
WDRS5; TRRAP; EPHB4; NCORZ2;, PRPF40A; NF1; SLC39A10; SVIL; TRIM33;
CD2AP; TFEDP1; TLK1; OPA1; TOP1;, PJA2; GDI1; MRPS18B; PPP1R10; LGR4,
SNX2; RNPS1; NDUFS3; RPS29; FIS1; PRKDC; MEX3A; RBM15B; SMEKZ2.

Cluster 7 — Fragdo Polissomal Genes do Cluster 7 da

20 - FP
NRXNS3; FAS;
ADAMTSS; OPN3;
= KCNAB2; CLEC2D:
. SLC6AL15; NTN4:
w0 FOSL2; OSBPL6:
= RABL2B; COBLLI;
TRPM3; ALG9; DLL3;
o MYO3A; AP4S1;
RPS6KA5:  KIAA0391;
o KLF5; IQCH; SPAGL;
L bi B ) oy CCDC61; SLC1A1L;
Dias da diferenciagcao MEG Fg’ ATRNLl,

CDH23; SPOCK2; CPEB3; EBF3; SORCS1; WNT3; MED31;, PMP22; FAM149A,
NRXN2; PTPN5; TENC1, AIM1;, FAM46A; ARL6; TFDP2; PARD3B; F3; KLHL29;
CNNM1; DEPDC7; RWDD3; ACADS; NR4Al; ARHGAP22; USP6; FOXAl; DPP6;
ZNF557; HIP1R; HSD17B7; PCBD2; STARD13; GRHL1; ANKRD16; TEC; KCNK1,
ZFP37; POU2F3; STAMBPL1, EXOCG6; CPNES8; ALG10; LGR5; SRRM4; AKY,
TXNL4B; ZFHX3; SLC13A5; GABPB2; WNT9A; NFKBIZ; SNCA; TIFA; UGT3AL,
EGFR; ZC3HAV1L; FBXO10; GBGT1; ST8SIA6; HTR7; MPZL2; ARID5B; DLGZ2,;
THRB; MIPOL1; ANO4; TMEM132D; HHEX; PLA2R1; DGKE; ABCAS5; L3MBTLA4,
TMBIM4; ZNF230; KLHDC9; DISC1; ARHGAP25; HESX1; PITX2; ITGA2; RNF180;
SLC35A1; GKAP1; SVEP1;, AQP3; PRPF18; SERPINBS; YPEL4; SGSM1; ULK4,
LTBP3; FAM103Al; ZNF440; PAH; FBXL14;, PDE3A; SMPDL3A; ABLIM3; THAPZ2;
PDIK1L; CCNEZ2; B3GNTS; GSG2; ALS2CL; NDUFV2;, FJX1; HIST1H2AC;
TMEM132C; RELL1; NTM; ZNF438; JAG2; PARK2; PRKG1; NRG3; IFIT1;, AGBLA4,
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C6orfl; FAM72B; SH2D5; ILIRAP; ZNF585A; RAD54B; MAFK; RYR3; FKBPL;
SPIREZ; VGLL3; FAM19A5; ERCC6; FAM133B; UBE2NL; CISD3.

k-means

20

15

10

Cluster 8 — Fragao Polissomal

T
D4

Dias da diferenciagédo

D15

Genes do Cluster 8 da
FP

NFYA; KRIT1, TFPI;
CDC27; RPAPS3; ZFX;
ZNF263; DBF4; COX10;
PROML1,; SS18L2; CRY],;

BTBD7, AKAPSL;
RNF216; MAP4K3;
CLK1; ZMYND11,
SPAST, NLRP2;
ZDHHCG; IFNGR1,;
TBPL1,; RNF19A;
DEPDC1B; TBC1D23;
MFAPS; FAMGSA,

DCUN1D1; VPS13D; BCAR1; PIK3CB; MPHOSPH9; ARID4B; FAM168A; ATP11B;
SFSWAP; MONZ2; MTMR1; ASB1; FAM107B; ATXNS; TP53BP1; INPP5A; RAD1S,;
SNX13; SEL1L; TRIB2; NLE1; SDHA; FNDC3B; RBM7; DYNC1I2; ARAF; ACERS;
NDC80; MRPL22; ERC1; PALB2; BCKDHB; PDS5B; CYLD; TXLNA; NCOA1; RRNS;
DDHD2; NLK; PGS1; LZHGDH; GMCL1; AURKA; DOCK9; ATRN; MAPKAPKS; ESF1;
IGBP1; PDCD7;, EXOC1;, RBM27; PUS7; G2E3; LRRFIP2; EPB41L4B; ERMP1,;
SETD1A; MTAP; SNAP29; HMGXB4; SOS2; GNPNAT1; SPTLCZ2; ITPK1; PPM1A,;
NFKBIA; NDRGS3; STK4; CSTF1, RAE1l, SLMO2; SMAD7, NDFIP2; DNAJCS;
ARHGEF7; INTS6; MON1B; AXIN1; DTWD1; FZD3; UBE2W; INTS10; MPP6; RBM28;
AP1S1; GLCCI1; GLI3; RHEB; RIC1; NSMCE4A; LZTS2; GBF1; SHOC2; UNC119;
DCUN1D4; GAB1; TRIM2; EHD1; FOXRED1; FBXO3; PDHX; PRDM4; CAMKK2;
CDKN1B; DDX55; STX2; UHRF1BP1L; GNPTAB; FGFR10P2; PAK1IP1;, ASF1A,
UST; MRPL18; RNF8; E2F3; PHACTR2; TBP; EXOC2; TTK; RAD1; SLC12A7;
RADS50; CPEB4; CRBN; AMOTLZ2; TUSC2; SNX4; FOXP1; ADAM23; RTKN; GCA;
STAT1; UNC50; PNO1; STXBP3; EDEM3; RAP1A; MEF2D; SSX2IP; TMEDS5; SYF2,;
SLC35A3; NSL1; STX12; FBXO30; CTGF; RAB3GAP2; ELL2; UBE2B; VPS4B,;
YIPF4; NUDCD1; MASTL; ELF1; NR2C1; ZNF706, AKAP1;, NCAPH; ECHDCZ2,
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ZNF639; UBL3; RBM19; RASSF8; BAZ2B; CHPF; NCOAS3; ARFGEF2; CDKNI1A;
RIOK1; PANK2; BMP2; ELK1; TRMTS; RHOT1; RABS3IP; YEATS4;, CASD1; PPAT;
KLHDC10; PSMG2; TTBK2; FAM63B; FAM64A; FXR2; CCNT1;, NGDN; PARPZ,
MRPL34; RAB11FIP4; RLIM; MRPS25; WDR44; PRKAAL; KIAA0907; COG6; RFCS;
IMPA1; SWAP70; SBF2; IER3IP1;, CDK7, THUMPDS; VHL; EDEM1; PTGFRN;
ROCK2; FST; KIAA1468; PHC2; CDCAS8; RNF138; WDR36; ISCAL; TES; PHF21A,
LTV1; CEP350; REV1; EPC2; PWP1;, NEK3; MED4; CALCOCO2; STAM; C9orf78;
STX17; PDCL; DNAJB5; DENND4C; PIM1; TMEM63B; MDC1; CREBZF; TGS1,
PARPG6; GTF2B; DBT; CENPO; KIF1l; SLC35A5; USP8; TMOD3; GSTCD;
B4GALNT3; DUSP6; SLC7Al; SMARCC2; SBNO1; SETD1B; ABHD13; PELIZ;
WDR20; MFAP1; TLES3; ABHD2; PLK4; ITGB3BP; CYR61; UCK2; NUF2;, ABLZ2;
TOR1AIP1; MBOAT2; AMMECRLIL; KIAA1715; SPAG16; OSBPL10; CTDSPL; TMF1,;
ABHD10; ATG3; USP53; FBXO38; RMNDSB; NLGN4X; CASK; ZNF711; FBXOZ25;
CHMP7; UGCG; CAMK2G; FRA10AC1; CCDC82; CHEK1l, MTMR12; TIMMS8B;
SLC7A11; ANKS3; EIF4E; CSNK1G3; MBIP; ANKRDS50; NCAPD3; BICD1; SAV1,
C18o0rf25; USP12; SLC30A6; PANK1; RAD17; BCL2L11; CHD1; TNIK; OTUDG6B;
MIERS; SLC26A2; DCK; SAMDS8; BUB1B; APPL1; ETS2; WDR19; AGAP1; NCK1,;
ZC3H18; CDC42SE2; IFNGR2; MORC3; HK2; UBR1;, TMEMG69; ZNF714; SIK3;
PCSK7; SLC25A44; CCDC12; UBQLN4; NXF1; LRP5; Clorf52; PAQRS3; LRRC5S;
CLASP2; WDFY3; KIAA1143; ZNF148; PRKCD; DNAJB14; AGGF1; RICTOR,
PAPD4; UBLCP1; SAP30L; BRI3; FZD6; INTS8; KIAA1429; PCF11; ZMYND19;
TMEMS55B; TRUB1; BRD7; FRS2; CUL5, CENPN; TMEM41B; CASC4; SMAD3;
UBXNG; TMEM68; RAB4A; IRF2BP2; CDKN2AIP; ZNF507, GFM1; DHRSX; NIPA1;
PWWP2A; FOS; DENND5B; PFKFB3; SOCS6; AKAP13; USP32; RNF139; MFN1,;
PGAM1; CHD7; WIPF2; PTEN; PPIH; PAIP1; ZNF131; SUCLG2; GNG12; TMCC1,;
DMXL1; MYD88; NUDT4; RNF213; GOLIM4; KLHL15; LEMD3; ZWILCH; ANGEL2;
B3GNT1;, PPP2R2D; ETV4, CLK2; BOK; ANKLE2; ZBTB34; RPS6KA3; ZBTB3S3;
PVRL3; ARLG6IP6; FBXO34, CCDC43; NRIP1;, C5orf24; TRAPPC6B; ACBDS3;
KIAA2026; TBK1l; CHEK2; RBM12B; TM2D3; NELL2; ATL3; PTCH1; MKLZ;
FAM122A; UBQLN2; PLSCR1; CHM; MPHOSPHS; NIF3L1; PTPN1; EVL; TCF4;
TRAPPC4; VKORC1L1; STRN3; PPTC7; NHLRC2; ZNF398; MAFG; RPE; NOLS,;
MIER1; ITSN2; SLC9A6; CTR9; LRIG2; MAP3K3; SGMS1; CHML; PHACTR4;
PFDNG6; RAB12; PTPLB; SACM1L; EMP2; VAMP2; PARG; HMBS; KIAA1147.
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Genes do Cluster 1 da
Cluster 1 — Fragao Livre

| FL

“ TFPI; RBM6; AP2B1;
ZNF263; COX10;

L MARK4; SS18L2;
VTAl; DYRK4; CD9;

§ I NISCH:; AKAPSL;
< NLRP2; ZDHHCS;
SNX1; TBPLL;

5 ] NUP160; ADSS; AGA;
DSG2; TTC17; FOXN3;

g - CUL1; ALDH18A1;

DIO DI1 1;4 DIS DI15 MRPS35; SFSWAP;

Dias da diferenciagio SPEN: ZC3H15: ASB1:

TBC1D1;, PPP2R5A; ATXNS; IDI1; IARS2; INPP5A; NLE1; SDHA; ZNF532; RBM7;
TMISF3; UBE2A; MLLT10; PCM1; MRPL22; NFE2L1; ZFANDG6; PGS1; SF3B2;
AURKA; MAPKAPKS5; TNRCG6A; DLL3; CDV3; HAUS4; ARCN1; MRPS18A; RAB1S;
H2AFY2; MKNK2; MAPK1; GTPBP1, HMOX1; AHSAL; ITPK1, PPM1A; NFKBIA;
ZMYNDS8; NDRG3; CSTF1; RAE1l; CDS2;, GPR143; WDR13; STAG2; PCYT1B;
NDFIP2; STK24; CENPT; WDRS59; GSPT1; CD276; DTWD1; TJP1; EIF3J; FZDS;
RAB2A; INTS10; MCM4; BNIP3L; CLPTM1; BBC3; GSKS3A; MTPN; GRB10;
ZKSCAN1; MOSPD3; AP1S1; C1GALT1; RHEB; NSMCE4A; LZTS2; CCNY; ZMIZ1,
NUFIP2; ELP4; FNBP4; KMT5B; FOXRED1; RSRC2; FOXM1; CDKN1B; SLC38A1;
RABS5SB; FGFR10P2; ASF1A; MCM3; RNF8; PTP4AL; QKI; TBP; HMGCR; GOLPHS;
RAD1; Cb5orfl5; STC2; CRBN; PDCD10; HES1; ABCC5; NKTR; FOXP1; RTKN;
UNC50; PNO1,; TIAL1; NFE2L2; IVNS1ABP; GADD45A,; CD46; SYF2; NSL1; OSBPLY;
CREB1; CTGF; DLST; RBM25; ATL2; SMNDC1; KDM3B; NR2C1; TMPO; TARDBP,
ZNF706; MND1; ECHDC2; ZMYM2; ZNF639; RBBP6; CHPF, RAB22A; STX16;
STAMBP; CNOT1; TM9SF2; EML2; PANK2; BMP2; HNRNPR; UBAZ2; ELK1; TRMTS;
RAB3IP; YEATS4; HP1BP3; ZFP36; DUT,; PIMREG; NGDN; CDKN1C; AFDN; PXDN;
CHMP1A; SH3BGRL; MRPS25; NDFIP1; TOP2A; UBE2G1;, ZRANB2; PTPRA,
KIAA0907; NASP; SERINC3; SRRM1; MKRN1; IER3IP1;, THUMPDS3; PPHLN1;
SLC38A2; PUM1; PHC2; CDCAS8; RNF138; TMEM165; COL4A2; ARGLU1; UBQLNI,;
ISCALl; SYNCRIP; PHF21A; PWP1; MED4; CALCOCO2; EPRS; C9orf78; PIM1;
CREBZF; DCUN1D5; YAP1;, SLTM; NUSAP1; PARPG6; ATAD1;, TACC2;, CCNGZ2,
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FAMG60A; DUSP6; SBNO1; ABHD13; GRTP1; DCAF5; SCAMP2; NPEPPS; EIF4AS;
CSNK1D; PEX14; ITGB3BP; CYR61;, MTF2; ATP1B1; UCK2; USP21, MBOATZ2,
RETREGZ2; CTDSP1; CNOT9; ATG3; SLC30AS5; RMND5B; TPBG; PURB; SNX12;
FBXO25; ATP6V1B2; CCDC25; SLC25A37; ZNF7; SURF2; HERC4; ADDS;
HSD17B12; CELF1; PAK1;, CPSF7; CHEK1; DLAT,; PTS; MBIP; CDC123; THYN1,;
BICD1; FARP1; CFDP1; ANKH; PPP4R1; AZIN1;, AGPATS5; CNOTS8; FZD7; ZFANDS;
MFSD14A; WIPI2; NCK1; WASF2; TMED4; UBE2Z; SHC1; CCDC12; NXF1; Clorf52;
IERS; CAPN2; STT3B; PTPN13; ZDHHC3; SENP2; RFC4; BAP1; SLBP; UBLCP1,;
NFIL3; ZMYND19; TMEMS5B; SLC39A13; BRD7; TPP1, TMEM41B; WEE1,; STXS;
MRPL16; PDIA3; PBX3; ZNF146; UBXN6; TMEM68; UBTD2; IRF2BP2; SLC20A2;
CHTF8; DHRSX; UBE2V2, EFNA1; CLIC4; YWHAG; PDCD6IP; CDK1; FOS;
KBTBD2; RNF139; MORN4; POLR1C; CLSTN1; ATF7IP; PTEN; PPIH; ORMDLS;
PAIP1;, DCP2; DMXL1; NADSYN1; THAP2;, CHD2; CCDC106; PITPNA; C120rf76;
HRAS; DDIT3; LSM1; ETV4, CLK2; BOK; ANKLE2; CHD9; GRB2; ARLGIP6; ZNF664;
PITPNB; MRPS23; ATP6AP2; GAS6; SETD3; CHEK2; TM2D3; XPOT; RBMS3S;
ARMCX2; BRWD1; TRIM69; GPATCHS8; EPOR; TCEAl; MCRS1; FAM122A;
PLSCR1; PNRC2; XPNPEPS3; NIF3L1; ZBTB44; WDR5; EPHB4; SIAH1; NCOR2;
PRPF40A; TRAPPC4; VKORC1L1; MIB2; MGEAS5; CTNND1; ARMCX6; PFDNG;
FKBPL; C60rf136; PPP1R10; SNX2; IPO7; RAB12; FAM19A5; VAMP2; RDH14;
PEG10; PRKDC; MEXS3A; HMBS; PPP4R3B.
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20

15

10

k-means

20

15

10

k-means

Cluster 2 — Fragao Livre

Do D1 D4 D9 D15

Dias da diferenciagao

Cluster 3 — Fragao Livre

Dias da diferenciagao

Genes do Cluster 2 da
FL

RPS20; RPL6; APEX1;
GAPDH; PRDX6; RAN;
SERF2; TPM1; OXALL;
RPL22L1, RPS14;
FTH1; RPL15; NPM1,
PCBP2; RPS29.

Genes do Cluster 3 da
FL

DCN,; ADAMTSG;
OPNS3; FOXC1; REEP1;
FOSLZ,; COBLL1;
MAPRE3; PHACTRS;
DOCKOY; PPP1R13B;
EFNB1, CCDC80;

SUSD6; AMH; CAPS;
KRT23; WNT3; RAI1,;

PMP22; ARHGDIB,;
FAMA46A, PDEA4D;
WNT5A; IL1R1; KLF9;
HOXB3; KCNJ5;

FOXA1L;, HRC; GSTM3; TBX3; HLX; FOXF2; MAPKBP1; SEMA6D; HERC3; MBNL2;
ZFHX3; AHSG; TIFA; LRMDA; ITPR1; DAB2; SH3RF2; FBXO32; KALRN; NEXN;
ARHGAP25; IFI16; BAALC; ZHX1; ZNF503; KIAA1462; ASPG; TM4SF1; HOXBS9;
PRKCE; FGB; SMPDL3A; ABLIM3; HOXB2; YPEL2;, ALS2CL; GATAZ2;, GAS1;
TNRC18; SLC8A1L; CCDC60; ZNF438; TACSTD2; SERPINAL; COL13Al; ZNF521,
DPF3; CEBPA; LIX1L.
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Cluster 4 — Fragdo Livre Genes do Cluster 4 da

20 FL
POLR2J; STARD3NL;
CLK1; HMGB3; PSMA4:
%7 EIF4B; ATP1B3; RAB7A;
FGFRL; ARAF:
§ = J PPP2R5C; PCNP;
< SEPHSI; DYNLLL;
IGBPL; PAPOLA:
. YPELS3; PABPC4;
TXNLL; SPAGT:
o HNRNPH3;  CYBS5R3:
Do b1 b4 s pis  SAMMS0; ERH; PNN;
Dias da diferenciagao TPD52L2, VAPA, P|M2,

TSC22D1; RAB11A; ASAH1; PPP2R1A; PMPCB; LSM5; POLDZ2; BLMH; COL1A1,
WSB1; UNC119; AIP; PTGESS3; KRT18; ARPC3; C120rf57; MRPL18; CCNC; C60rf62;
PFDN1, SKP1; ATP6VOE1l; TUSCZ2; NCL; SPTBN1; FN1, SF3B1;, HSPE1,; ID2;
SRSF7; RAP1A; SLC2A1; NENF; APOAL; MED28; RPN2; CCNI; UBE2B; RAD23B,;
PPP6C; MAPKAPL; ENY2; NFYB; TMEM54; KIAA1191; CBX3; TUBA1B; MORF4L2;
CKS2; CDKNI1A; SNRPB; MRPS26; ECHS1; PODXL; PSMG2; MRPL34; AKAP12;
RBM39; DNAJB1; PCNA; BTG1, CDK7; CAPRIN1; PPP1RI1A; ISCU; SPRY2; RAC1,;
ATP6V1G1; ANP32B; RABGGTB; ABI2; TMBIMG6; ESD; TSPAN3; MFGES8; CMTMS3;
APP; SERBP1; SF3B4; ENSA; ARF1; RHOB; PNRC1; WTAP; POLR2K; ADM,;
SAP18; TIMM8B; BUB3; ELOC; SLC16Al; CCNB2; PSMG3; IFNGR2; TMEMG9;
CALM3; PRMT2; MGAT4B; GNL3; PGRMC2; HMGB2; BRI3; HNRNPK; PCF11,;
CENPN; FAM96A; RAB4A; LRRC28; TMED10; ARL6IP1; TRIAP1; SCAND1; BCL2L1,
TOMM20; AKIRIN1, UBE2C; SMAD2; PPP2R2D; DEAF1, UBE2N; C140rfl119;
SHMT2; KPNA2; TMEMS50A; SUMO3; SMIM29; SUMOZ2; H1FO; EVL; TFDP1; CALM1,
GDI1; BRD2; MRPS18B; RNPS1; NDUFS3; FIS1; LSM14A; RBM15B; TAF15.
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20

15

10

k-means

Cluster 5 — Fragao Livre

Do

T T T T
D1 D4 D9 D15

Dias da diferenciacao

Genes do Cluster 5 da
FL

FGR; PDK4; FMO1;
GPRC5A; NRXN3; SPI1;

SLC6A15; NTN4;
SEMAS3C; CDHY7,
POLR2F; PXMP4; IQCH;
SPAGI; SLC1A1L;
MEGF9; SPOCKZ2;

CPEB3; EBF3; SORCS],
AREG; INPP4B; NRXN2;

SLC1AZ; PRMTS;
BTN3AS; B3GAT?Z;
AGXT?2; CNTNS;

PARD3B; KLHL29; CNNM1; ENOX1, PCSK2; RHOJ; ALDH1A2; DPP6; PTPRE;
STARD13; MYH11; ALDOB; NOV; UNC13C; GCOM1; CPNES8; ALG10; TMEM117,
LGRS; GAS2L3; SSTR1; WNT9A; EGFR; ZC3HAVI1L; DOK2; SNTG1; CBWDS5;
ST8SIAG; KIRREL3; CNTN5; ARID5B; AKAPG; ANO4; TMEM132D; PLA2R1; ABCAS,;
ADAMTSS5; SORCS3; KCNJ6; ELAVL4; NFIA; DISC1; FAM84A; LMOD3; NDSTS3;
IL15; ITGAZ; RNF180; SVEP1; MUC15; FRMPD2; DYDC1; MTM1; NPTX1; PDE7B;
IL16; AGXT; PDE3A; FAM71D; HPSE2; TIGD3; PODN; CCNEZ2; CST6; NR2F1;
C10orf71; ACOT4; NAALADL2; MUC16; TMEM132C; ZBTB20; RELL1; KCNIPZ,;
NTM; ANKS1B; PRKN; NRG3; THSD4; ILAIRAP; GTF2IRD2; ZNF585A; MAFK; RYRS;
COL15A1; FAM155A; MT1H; TTC23L; ATP10A; VGLLS; DIO2; ERCC6; AC009961.1,

GNG10; UBE2NL.
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Cluster 6 — Fracao Livre Genes do Cluster 6 da
20 - FL
HOXA1l;, CP; NAVS;
DCT; NOS1; PCDHI11Y;
BPIl; FGF14; HTR2A;

APBAl; CD5; CDG69;

15

§ 10 - OAS2; RFX4; MPL;
= CASQ2; TNFAIPG;
F13A1; TSPANS;

=1 ALOXSAP: IL2RA;
ARHGAP20;  KCNHS5;

o - HORMAD1;  S100A7;

1;0 Dl1 Dl4 DI9 D115 PTPRO; CFAP161,;

Dias da diferenciagdo TDRD9: MS4A1: HYDIN:

CYP3A4; WDR64; TMEM174; EN2; NLGN4Y; MBL2; TEKT1; SFTPB; EMX2; C3AR1,
GPR149; FCER1A; Cl11lorf42; RNASE10; TFDP3; PRAME; CYP2B6; CR1L; ZNF536;
EIF1AY; MRPS18B; SERPINB5; PFDNG6; MDC1; C60rf136; PPP1R10; BRD2; FKBPL,;
MRPS18B; C6orfl36; FKBPL; MDC1; PFDN6; MDC1l;, MRPS18B; MRPS18B;
PPP1R10; MDC1; MRPS18B; BRD2; FKBPL; PPP1R10; MDC1; PPP1R10; C60rf136;
C6orf136; MRPS18B; MDC1; BRD2; BRD2; PPP1R10; BRD2; PFDN6; BRD2;
C60rf136; MDC1, C6orf136; PFDN6; PPP1R10; PIGY; KLRF2; SNTB2; CLK2; ANO4;
KIAA1147; IFNGR2; LSM14A; TMEMS50B; KRT23; FSBP; LUZP6; AGBL1;, CDKN1C;
NLRP2; PTPRK; ANTXRL; CFD; NLRP2; CISD3; ITPK1; PRAME; NLRP2; NLRP2;
KLF13; NLRP2; NLRP2; SDCCAGS8; FAMG60A; MYH11; SLC12A7; APBA1; HRAS;
RAD17; CEP170; TAF15; NLRPZ2; BTBD7; CDK7; SERPINAL; TIP1; WNT3; WNTS3;
TRIMG69; PRICKLE4; RRN3; NLRP2; NLRP2.
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Cluster 7 — Fragdo Livre Genes do Cluster 7 da

o | FL

GCLC; NFYA; CDC27;

RPAP3; DBF4;

il KIAA0100: UBE3C:

. BTBD7; ABHD5; MBTDL;

S oo RNF216; PIK3C2A:;
x

MAP4KS; ZMYND11,
NCDN; SNAPC1; HSF2;

IFNGR1,; SLC39A9;

DEPDCI1B; TBC1D23;

0 TRIO; RIPOR1; MED17;
EI)O r.ln |:]>4 E|>9 DI15 DCUN1D1,; ZIC2;

Dias da diferenciagio POLR2B: GOPC:

VPS13D; CELF2; BCAR1; PIK3CB; SDCCAGS; KIF1B; FAM168A; PUM2; GYGZ2,
PPP1R12A; HIPK2; FAR2; FAM107B; ARFGEF1; TP53BP1; CBFB; ACSL4; MAPKG6;
GNB5; SNX13; TRIB2; SREBF1; FBXW11; PICALM; EED; NCBP3; TUBE1,; EIF4GS;
SLC25A40; FNDC3B; USP33; DYNCL1I2; RIF1; RAB21; NDC80; CDC14B; CCNTZ;
ERC1; BCKDHB; TNPO1; CHMP2B; TXLNA; SCAMP1; RRN3; DDHD2; EPS15; NLK;
GMCL1; DOCKS; ATRN; RCOR1; PDCD7; EXOC1; PUS7; ITGAG; G2E3; LRRFIPZ;
EPB41L4B; SIRT1; ERMP1; SETD1A; MTAP; SNAP29; HMGXB4; RBM23; AP4S1;
GNPNAT1; SPTLCZ2; ALKBH1; DICER1; ARHGAPS; STK4; PRELID3B; POFUT],
METTL4; CEP76; SMAD7; MIB1; PRPS2; FMR1; ARMCX3; ARHGEF7; FLT1,; INTS6;
CTCF; MON1B; AXIN1; UBE2W; MPP6; LMBR1; WASL; RBM28; TMEM106B; GLI3;
PLEKHAL; GBF1; SH3PXD2A; DKK1; SMC3; TFAM; FBXL20; MED13; LGALS3BP;
PPP1R9B; DCUN1D4; CPE; TRIM2; RAPGEF2; EHD1; PDHX; PRDM4; CAMKK2;
ITFG2; DUSP16; DDX55; STX2; GNPTAB; GOLT1B; PAK1IP1; UST,; E2FS3;
PHACTR2; PPP2R5D; EXOC2; GMDS; SENPG6; TTK; CLK4; SLC12A7; RADS50;
SMAD5; AMOTL2; SNX4; ACVR2B; WDR48; GCA; WDR75; STAT1, COQ10B,;
KDMS3A; PRKD3; SLC25A12; ATF2; RALGPS2; STXBP3; PHF13; MEF2D; RGS2;
WARS2; TMEDS; F3; VAMP4, STX12;, DDX59; FBXO030; RAB3GAP2; YIPF4;
NUDCD1; MASTL; HSPH1; EPHX2; AKAP1; COIL; NCAPH; CXCR4; UBL3; FAM35A;
ZNF644; VPS26A; RBM19; ACADS; RASSF8; BAZ2B; NCOA3; ARFGEF2; UNC5CL;
RIOK1; NUP153; DDX31l, AHDC1; ZNF384, RHOT1; RAP1B; CASD1; PPAT;
KLHDC10; ARHGAP22; FXR2; CCNT1; PARP2; PHF10; TAF4; RAB11FIP4; RLIM;
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PEX11B; PRKAAL; RFC3; C120rf29; IMPAL; SWAP70; SBF2; RNF122; MEDG; VHL,;
ARLS8B; FST; KIAA1468; FBXO18; FBX0O21; TES; ACVR1B; LTV1; KCNK1; CEP350;
ARMCY9; CAB39; REV1; EPC2; NEKS; IREB2; TANK; KCTD3; STX17; GOLGA1,;
PDCL; DNAJB5; TMEM63B; MDC1; PGBD1; ARRB1; TGS1; CTDSPL2; FNBP1L;
GTF2B; CENPO; KIF11; TET1; SLC35A5; USPS8; KIAA1109; SCARBZ2; BAGALNTS;
ETNK1; NUP58; SLC7A1, SMARCC2; SETD1B; WDR20; NIPA2; MFAP1; TCF12;
BNIP2; TLE3; FANCI; RNF165; IFNAR1; TMEMS0B; PLK4; BCL10; POU2F1; NUF2;
ANP32E; LBR; EML4; ZC3H8; AMMECRI1L; SPAG16; OSBPL10; CTDSPL; NFKBIZ,
ABHD10; LPP; USP53; PAM; FBXO38; TMEM181; ZNF92; NLGN4X; CASK; CHMP7;
LACTB2; MTDH; STOM; GBGT1; PARD3; CAMK2G; FRA10AC1; TCF7L2; SLC43A1,;
LSM14B; HNMT,; PRSS23; MTMR12; DOCK1; ANKS; EIF4E; CSNK1G3; NCAPDS;
VTI1A; SAV1; C180rf25; XRCC4; USP12; SLC30A6; PANK1; HHEX; PTPRK; RAD17,;
BCL2L11; RANBP2; RBMS1; ZDHHC7; SREK1; CHD1; TNIK; CXADR; RABGEF1,;
ANKRD40; NUP205; DCK; BUB1B; APPL1;, DYRK1A; ETS2; WDR19; AGAP1;
ZC3H18; CACHD1; CDC42SE2; HK2; SLC37A1; RRP1B; MCM3AP; ZNF714,; SIK3;
SLC25A44; ZNF577; FMNLS; LRP5; MYSM1; USP1; ZNF326; KLHDC9; SMARCAD1,
MSX1; CCNYL1; PAQRS; ELF3; CLASP2; WDFY3; HESX1; TOPBP1; KIAA1143;
SNIP1; PRKCD; WDR82; STARD4; PRRC1; CASP3; PAPD4; SAP30L; SLC25A32;
INTSS8; KIAA1429; GKAP1;, DDX21; CPSF2; FRS2; CULS5; TRIM44; AP1G1; NAV2;
PATL1; SMAD3; AKTIP; LMBRD1; CDKN2AIP; GFM1; E2F6; SNUPN; SIN3A; BUB1,
ROBO1; KLF13; NLGN2; NIPAl, PWWP2A; DENND5B; PFKFB3; SOCS6; KIF5B;
AKAP13; MFN1; SOCS5; C1GALT1C1; FAM98B; CHST11;, PGAM1, CHD7; WIPF2;
ZNF217; JMJDI1C; ZNF131; SUCLGZ2; TMCC1l, CBWD1;, MYDS88; KATS;
TNFRSF10D; NUDT4; C11orf80; RNF213; LEMD3; ZWILCH; ANGEL2; B4GAT],
CCDC14; RAB6A; BAIAP2; NR2C2; JUN; THAPS; NECTIN3; FBXO34;, TMTCZ2; FJIX1,
BBS10; CCDC43; ZNF609; PAK2; HIST1IH2AC; YIPF6; C50rf24; GINS3; CREB3L2;
TRAPPCG6B; BGN; TRAK1, CADM1; BCOR,; TBK1, RBM12B; TTC32; VPS33B;
PLA2G6; NELL2; ATL3; INTS5; GAS2L1; PTCH1; IRS2; AGBL4; MKL2; BCR; LYPDG6;
RSBNIL; LIN28B; UBQLN2; CHM; ZNF292; MPHOSPHS8; TRRAP; PTPN1; ZNF124;
TSC22D2; TCF4; NF1; NHLRCZ2; SLC39A10; ZNF398; MAFG; SVIL; TRIM33; RPE;
NOLS8; CD2AP; MIER1; TLK1; CTR9; LRIG2; OPAL; TOP1; MAP3K3; PJA2; SGMS1;
TATDNS; PHACTR4; SYCEILL; LGR4; SACM1L; EMP2; PARG; KIAA1147; CISDS.
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Cluster 8 — Fracao Livre Genes do Cluster 8 da

v | FL
KRIT1; ZFX; PROMLI;

CRY1; HEATRSB;

® SPAST:; GRAMD1B:

. GCLM; FAS: MIPEP;
§ 10 | RNF19A; PEX3: MFAP3;
< RRM2B;  MPHOSPHO;
ARID4B; ATP11B;

* MON2; ZNF275; MTMRL;
CDON; ZBTB1l: EVIS;

0 - IFT80: KCNAB2;

|I30 |:|>1 |;4 :;9 D|15 CLEC2D; RAB27A; MNT;

Dias da diferenciagio RAD18: SEL1L: KLHL20:

ACERS3; RUNX1T1;, OSBPL6; CDC14A; RABL2B; SMARCA2; RSBN1; ZNF510;
TRPM3; PALB2; PIBF1l; PDS5B; CYLD; FAM234B; NCOAL;, ALGY9; L2HGDH,;
TFAP2C; ESF1;, RBM27; RNF31; CLSPN; GPATCH2; MAP3K1; MYO3A; SOSZ2;
RPS6KAS5; KIAA0391; BRMSI1L; C20o0rf24; ANKRD12; SCML2; KLF5; DNAJCS;
CSPP1; CCDC61; GTPBP10; CAV1, MET; USP42; GLCCI1; FSDI1L; TLE4,; RIC1I,
ATRNL1; CDH23; SHOCZ2; TBC1D12; INTS2; CAMTAZ; MED31; CNTNAP1; GAB1,
FAM149A; CPT1A; FBXO3; PTPNS5; TNS2; PPM1H; UHRF1BP1L; RIPORZ;
CRYBG1; SMAP1; HECA; NR3C1; LIFR; TRIM23; CPEB4;, TBCCD1, BCL6; ARLG;
TFDP2; PLCH1; ADAM23; STAM2; ACVR1; EDEM3; SSX2IP; SLC35A3; MAN1C1,
FOXO3; ELL2; VPS4B; SLC17AS5; ELF1l; KBTBD7; PAPDS5S; DEPDCY; PIK3CA;
CLCC1; RWDD3; ITPR2; NR4Al, PARD6B; SGPP1l; GNAI1l; DOCK4; TTBK2,
MINDY?2; E2F8; USP6; NRL; SGO1; MOSPD2; TULP4; ZNF557; HIP1R; ZNF236;
AOC3; WDR44; RHPN2; HSD17B7; VPS13B; MATNZ2; PCBD2; COG6; TMTC1,
TTC9; EDEM1; VAV3; PTGFRN; SPIRE1; GRHL1; ROCK2; ANKRD16; BIVM; APC;
WDR36; TEC; TNS3; ZFHX2; HS6ST1; STAM; ZFP37; DENND4C; FHDC1; FCHSDZ;
RAB30; POU2F3; BCARS; DBT; STAMBPL1, CEP55; EXOC6; TMOD3; GSTCD,;
PRICKLE1;, AMIGO2; RHOF; SRRM4; FRMDG6; PELI2; AK7; ABHD2; ZNF710;
TXNL4B; SLC13A5; HUNK; ABL2; TOR1AIP1;, GABPB2; CEP170; LNPK; TMF1,
RABL3; SNCA; UGT3A1; MEGF10; TIAM2; ZNF711; FBXO10; UGCG; HTR7; TAF5;
CCDC82; NPAT; MPZL2; DLG2; SLC7A11; THRB; SRFBP1; MIPOL1; ANKRDS50;
MBNL1; AHCTF1;, DGKE; SORBS2; L3MBTL4, CYP2U1l, OTUDG6B; MIERS;
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SLC26A2; TMBIM4; CLIC2; BACH1; SAMDS; FCHOZ2; LRP8; RCAN1; MORCS;
HLCS; UBR1; ZNF230; GNE; PCSK7; UBQLN4; AQP5; KCNT2; SLC30A7; LRRC5S;
PPM1K; SNRK; ZNF148; DNAJB14; PITX2; OTUD4; PGGT1B; AGGF1,; RICTOR,
SLC35A1; DCBLD1; CHMP4C; OXR1; FZD6; AQP3; PRPF18; TRUB1; SERPINBS,;
IDH3A; CASC4; YPEL4; SGSM1; NCKAPSL; C2CD3; ULK4; LTBPS3; IRF2; SNTB2;
ZNF507; MN1, CKAP2L; FAM103Al; MT1E; PCDH7, PRDM10; FOXN2; USP32;
RIOX2; ZNF440; PAH; FBXL14; FRMD5; GNG12;, WASHC2C; NBEA; GOLIM4;
KLHL15; RGMB; VCPIP1; PDIK1L; GOLGAS8A; ZDHHC21; B3GNTS5; ZBTB34;
RPS6KAS; ZBTB38; ZBTB33; GSG2; NDUFV2; ERN1; ZHX2; NRIP1; LRRC57;
ACBD3; KIAA2026; ZFP1; JAG2; WBSCR17; PRKG1; IFIT1, THNSL1, GNGZ2;
LYRM7; B3GLCT; ZC3H6; FAM72B; LIN54; SH2D5; ZNF605; STRN3; PPTCY,
FAM3C; RAD54B; ADARB1; TTC30A; CFD; ITSN2; SLC9A6; CEP290; SFMBTZ;
L1CAM; L3MBTL3; CHML; CHIC1; RUFY2; SPIRE2; HACD2; GOLGAS8B; FNIP1;
CEBPD; FAM133B; SPON1.
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CITOMETRIA DE FLUXO

ANEXO VII
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ANEXO VIII: PRODUCAO INTELECTUAL

Esse trabalho foi apresentado no | Simpdsio Araucéria de Biologia Celular e

Molecular (UFPR, Curitiba, 2017).
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ANEXO IX: TERMO DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL

Murdoch Childrens

Research Institute
Healthier Kids. Healthier Futore.

Material transfer agreement

Parties

Murdoch Childrens Research Institute (ABN 21 008 566 972) of Royal Children’'s Hospital, Flemington
Road Parkville Victoria 3052 Australia (MCRI)

and

Carlos Chagas Institute of Oswaldo Cruz Foundation — Rua Algacyr Munhoz Mader, 3775, CIC 81350-
010, Curitiba, Brasil (Recipient)

Background

MCRI proposes to provide, or as at the date of this agreement has provided, the Recipient with the
Materials (as defined below) and any related Confidential Information for the purpose of the Research
Project “Cellular and malecular characterization of the differentiation potential of stem cells”. (Purpose).

The Recipient has agreed to use the Material and to keep confidential all Confidential Information of the
MCRI subject to the following terms and conditions of this agreement.

Description of the Materials

The Materials being provided by MCRI to the Recipient include the following human cell line: NKX2-
5*""Embryonic Stem Cell.

1 Defined terms names, confidential information and any right
to have confidential information kept

In this document: confidential whether or not such rights are

Confidential Information of the MCRI includes registered or capable of being registered; and

the following, whether or not in material form: (b) to the extent available any application or right

(a) all information that is confidential to the MCRI to apply for registration of any of the rights
and that is disclosed (whether before or after referred to in paragraph (a).

the execution of this agreement) by the MCRI
to the Recipient including but not limited to all
information relating to the Material and any 2.1 Use generally
confidential know-how, data, results, models,
samples, intellectual property, technology,
trade secrets, drawings, processes, formulae, (a) may only use the Material for the Purpose;
product development plans,

Conditions for provision of Material
The Recipient:

(b) must not use the Material or any products
but excludes the following information, being containing any part of the Material or resulting
information that: from the use of the Material, for any

(b) is public knowledge or is lawfully known to or commercial purpose without the prior written

in the possession or control of the Recipient, consert of the MCRI;

other than as a result of a breach of (c) must comply with any applicable laws in
confidentiality or this agreement; relation to the importation, transportation, use,
maintenance or disposal of the Material;

~

(c) is independently developed by the Recipient
without the use of the MCRI confidential (d) must not distribute or release the Material (nor
information and/or Materials; or any unmodified derivatives or genetically

engineered modifications which are based on

the Material) to any person other than the

—

(d) is required by law to be disclosed.

Intellectual Property Rights means all employees of the Recipient, and must make
intellectual property rights subsisting anywhere in sure that no one is allowed to take or send the
the world, including the following rights: Material to any location other than a location

under the control of the Recipient without prior
(a) patents, copyright (including future copyright written permission from the MCRI.

and software), rights in circuit layouts, designs,
trade and service marks (including goodwill in
those marks), domain names and trade

2.2 Results

MCRI — MTA template for Monash cell lines (updated September 2016)
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2.3

24

25

The Recipient must inform the MCRI in writing of
any and all research results produced by or on
behalf of the Recipient related to the use of the
Material.  The Recipient must maintain the
confidentiality of any information in relation to the
Material and will not disclose any such information
without the MCRI's prior written approval.

Intellectual Property Rights in Results

In consideration of MCRI supplying the Materials
to the Recipient, the Recipient will, as soon as
practicable, inform MCRI of any Intellectual
Property developed from use of the Materials. The
Recipient and MCRI will enter into negotiations to
discuss their respective ownership rights in
relation to the Intellectual Property.

Recipient acknowledgements

The Recipient acknowledges and agrees that:

(a) the Material is made
investigational use only;

available  for

(b) the MCRI retains all ownership and Intellectual
Property Rights in the Material and derivatives
of the Material;

—_
O
~

it will not obtain or attempt to obtain any patent
protection in relation to:

i. any part of the Material (or any
modification or use of any part of the
Material); or

ii. any materials that could not have
been made but for having access to
the Materials,

without the written consent of the
Head of Commercialisation and Legal
within the MCRI;

(d) this transfer does not constitute a public
disclosure;

(e

—

the Material is experimental in nature and may
have hazardous properties and is provided to
the Recipient ‘as is’, without any warranty of
merchantability, fitness for any particular
purpose, ownership, or any other warranty,
express, implied, statutory or otherwise. To
the extent permitted by any applicable laws,
the MCRI excludes any and all warranties in
relation to the Material; and

(f) the MCRI makes no representation or
warranty that the Material or the use of any of
the Material will not infringe any third party's
intellectual property rights.

Publication

(a) The Recipient shall have the right to publish its
findings and results from the research with the
Materials, provided that:

(iy  all publications resulting from research
using the Materials acknowledge the
MCRI and Monash University;

(i) a copy of the proposed publication is
provided to the MCRI thirty (30) days
prior to the proposed publication, for
the purpose of determining whether it
contains Confidential Information. The
MCRI may require amendment of the
proposed publication (including as to
authorship) or seek a delay in
publication if the MCRI has a patent
application which would be prejudiced
by publication. The parties will
negotiate in good faith the extent of
any amendment or period of delay. In
no case should the delay exceed
ninety (90) days following the day on
which a copy of the proposed
publication is provided to the MCRI.

Use and disclosure of Confidential Information

The Recipient agrees to use all Confidential
Information solely for the Purpose and to keep it
confidential. The Recipient may only disclose
Confidential Information to those of its employees
and officers who have a need to know and are
aware that the Confidential Information must be
kept confidential.

The Recipient must establish and maintain
effective security measures to safeguard the
Confidential Information from access or use not
authorised by this agreement and must keep the
Confidential Information under its control.

Agreement end and return or destruction of
Material and any Confidential Information after
agreement ends

Unless otherwise agreed, this agreement ends on
the date the associated research project (for which
the Materials have been obtained) ends.

Immediately upon the request of the MCRI
(including after termination of this agreement in
accordance with clause 6) or at agreement end,
the Recipient must follow the MCRI's instructions
in relation to destroying or returning the Material
and/or Confidential Information of the MCRI.

Recipient liability

Except to the extent prohibited by law, the
Recipient assumes all liability for damages which
may arise from its use, storage or disposal of the
Material. MCRI will not be liable to the Recipient
for any loss, claim or demand made by the
Recipient, or made against the Recipient by any
other party, due to or arising from the use of the
Material by the Recipient, except to the extent
permitted by law when caused by the gross
negligence or wilful misconduct of MCRI.

Termination

(a) The MCRI may terminate this agreement at
any time with immediate effect by giving
written notice to the Recipient.

MCRI - MTA template for Monash cell lines (updated September 2016)
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(b) Any obhgations of cenfidentiality
agreement continue to apply to the
this agreement after termination.

(c) Termination of this agreement doe:
any accrued rights or remedies lhe
have.

T Miscellanecus

under this
parties to

not affect
MCRI may

(a) This agreement may be executed in any

number of counterparts. All counts

constitute one instrument. The pa
that facsimile or email signature
accepted as originals.

Executed as an agreement

Date: 2/ NMoiember 20/C

Signed for Murdoch Childrens
Research Institute

by its authorised representative:

erparls will

lies agree
s will be
Date:

(b) A party must not assign or otherwise transfer

{c)

any or all of its righls arising out of this
agreement without the written consent of the
cther party.

This agreement conslitules the entire
agreement between the parties with respect lo
the transfer of Material to the Recipienl. This -
agreement may be amended only by written
agreement of both parties.

Signed for Oswaldo Cruz Foundation
by its authorised representative:

oI L -
/'/f < o -~
Signature Signature . immn?‘fhsmnw "
f%f’-féc‘ Af&f&({{g/ - s/ - 1555795
Print Name Cectje / Print Name T

Read, understood and accepted by:

Hinu ~/ }w»qu_

Signature (MCRI Investigator)

Signature (Fie/ci-pien{ Investigator)

Moarco Augusto Stimamigho
i i Pasquisador
Print Name Print Name Mat.: 1985722
Flocruz PR - ICC
Date:

Date: !\Jndtmér,a. 4)7! lofls

MCRI - MTA template for Monash cell lines (updlju Saplember 2016)

Scanned by CamScanner

120

ol



ANEXO X: PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FIOCRUZIOC

I (_) C | FUNDAGAOQ OSWALDO CRUZ - caw«m

Irarerins Das aldoCmaa

FARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DD PROJETO DE PESQUISA

Tiulo da Pesquisa: CARACTERIZACAS CELULAR E MOLECULAR DO POTEWCIAL DE
DIFERENCIACAD DE CELULAS-TROMCO

Pesquizader: Brnmo Dallagiovanna Munlz

Lrea Tematica: Senetica Humana:
[Trata-z g2 pesquisa envolvendo Genétlca Humana gue ndo necesslta de andlse
gfica por parte da CONEP;);

WersBo: 2

CAAE: 43374715.9.0000.5243

Inztitulgde Proponents: FUNDACAD OSWALDD CRUZ
Patrocinador Princlpal: Fundagao Oswalds Cruz

DADODS DO PARECER

Himero do Parecer: 1.308.195

Apressntagio do Projeto:

As células-tronco estio presentes em diversos tecldos, sdo autorrenovavels & possusm poienclal em
diferenclar em diversos fipos celulares especiico, além de possulr papel Imunarregulatiria. Ha um grande
Int2resse na su3 aplkeagdo dessas células pars o tratamento de diversas doengas, embara sxistam quesiles
&M abeno guanio 308 Mecanismos celulares & mokeculares 005 Processos de alivagdo, dferenciacdo &
autarrenovacdo. Neste conlexto, pratendemaos anallsar 05 mecanismos celulares & maleculanss envoividos
COM O processd de diferenclagdo,

ativagdo e autorrenovagao de celulas-ronco com fins de estudar sua Dlologla baslca e também avallar
passieels Impllcaghes em teraplas futuras.

Alem disso, estudos epigensticos da difersnclagdo de células mensenquimals tambem serdo reallzasos para
buscar compreender o papel destas

altzragles na biologla basica destes processos.

Objetivo da Peaqulsa:
Objetivo Primario:
Esludar o5 meganlsmos celulares @ molecwares da resposia das cilulas-monco de diferentas

Emdersgo: Ay, Brasil 4035, Sala DS (Campeas Expansiio)

Balra:  Manguinhos CEF: 21.040-380
uF: R Eunioiplo: R0 DE JAMEIRD
Tedefone:  [21)3E82-5011 Fa (21125542815 E-mall: oepliormeghior iooar br

Pigina (4 de 12
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JI@I@ runoacio oswaLpo cruz - GRpesgforme

S FIOCRUZIOC

| raiaraig Cham plady Coiag

Conirusgic do Fersosr 1. 3080195

origens guanio a diferentes abordagens experimentals visando seu potenclal de diferenclagdo para terapias
ceulanzs.

Objetvo Secundaria:

Subprojeio 1: lsolamento e caractenzagdo de células-tronco adulias | progeniiores de diferentas fonte e
seus denvados (microvesiculas, DMA, RMA proteina eic.) @ tecido de ongem;Subprojeto 2: Potenclal de
diferenciagdo de células-ronco em dlversas linhagens caluares ullllzando metodo de cocultivo,melo
condiclonado, extrate de tecldos, potenclals Induiores & entne outrosSubprojeio 3: Mecanismas pos-
tfranscricipnals @a requiagdo da auiomenovacdo e diferenciagdo da células-ironco atulias de diferentes
fontes e linhagens pluripotentes. Subprojeto 4: Estudos metabolicos em células-ronco adultas de diferentes
fontes @ Inhagens pluripoienies. Subprojein S:Analss epigendtica e de sxpressdo génkea de calulas-fronco
adultas de diferenies fontes duranie a proliferagdo, diferenclagdo e outras condigles;Subprojeto &:
Construcdo de ferramentas para acompanhamenta do processo de proliferacdo 2 diferenciagdo celular
{Plasmidens, vetoras lentivirals

2 enire owtros).Subprojeto 7: Estudo da3 Interagdo de patdgenos com cdlulas-tronco e/ou subprodutos
ceulares de diersntes fontes. Subprojeis & Transplante de células-tronco adultas § progenibores humanas e
seus dervados em modelo animal em ensalos pré-clinicos; Subpmjelo 3:Caracterizacio e dierenclagio de
inhagem de céllas-ronco pluripatentes.

Avallagio dos Riscos & Bansficlos:

Apesar de todos 05 esforcos para manter a confldencialidade dos doadores com o uso de cadigos e termo
de configencialiiade de todos o5 pesquisadores relaclonados ao projeto, alnda assim ha rscos g2 gueabra
de confidencialidade. Além disso, apesar 8o objeiivo principal do projeto de pesquisa s2r o entendimenio da
piologla Dasica das calulas-tronco adultas humanas de diferentes fonfes, havera riscos aos doadores 4o
materlal blolagleo durante 3 Inlervengdo que o doador for submetige por questdes madicas contudo o
procedimento de ¢oleta das amostras ndo confere risco adiclonal 3o procedimento; amosiras comao sangue
menstrual {opelonal, ndo Invasivo e descartada) e l2ile matemo [opelonal, ndo Invasivo e as vezes
descanado quando ha excesso de producio) 530 procedimentos ndo Invasivos reallzados pela doadorE &
woluntaras, ndo constiuindo Inierversdo meédica.

Bensficlos:

Mo existe Deneficio dirsto & imedialo a0 sujelto da pesguisa com a reallzagdo deste projeio. Contudo
espera-se como princlpal bensflelo geste projeto o deservolvimento clentifico &

Enderego:  Aw. Brasl 4035, Sala 705 (Campeas Exparedio)

Babmo:  Manguinhos CEF: 24040350
UF: RJ Muniniplo: RO DE JAMNEIRD
Tedefomes:  [21)32E2-50011 Fac (2125614815 Esmall cegfiocrziiior Tz

Piigina (0 de (2
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Irmirgig D plad Ciug

Confrusgic do Perscer: 1308158

tecnaoléglco do pals.

FIOCRUZNOC

Comentarios e Conslderages aobre 3 Pasquisa:
Projeto de grande refevancla, na area de genética humana. Metodoiogla adeguada, cronsgrama adequado.

{s=gunda wersdo)

Conslderagtes sobre o8 Tarmos de aprasentacio obrigatéria:

FUNDAGCAD OSWALDO CRUZ -

Atsndendo iodas as exigencias de apresentagdo dos iemos obigabinos.

Recomandaghes:

W0 had recomendaches. Projato sequnda versdo.

Conclusies cu Pendénclas @ Lista de Inadequagies:
O pesquisar atendeu as pendéncias deste comité (CAAE -43374715.6.0000.5248) respondendo em carta

08 2guinies lens:

R

1- Descrever o iranspore & armazenamenie de cada maieral coletado na pesguisa, o gual fod descrito em

cara.

2- Anexar ficha de |I'ITI}IT'I1-HI§3D Exira 00s voluntarks - a gual s2 encontra no final de cada TCLE.

Conslderagtas Finale a critério do CEP:

Esta parscer fol slaborado bassads nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Chacumenin Arquive Pastagem Autor SHUAcE
Irformagdies Baslcas F'E_IHFIIIHHF'.I;I:I ES BASICAS DO P 01092015 Acalha
g0 Projsbo ROJETO SIS967 pdl 10:09:56
COutros Ficha_de_cadastro.pdf 01/09/2015 |Brund Dallagiovanna | Acelto
10:09:0% | Wiz

Projetn Detalhado /! |PROJETO_DETALHADD 2015 V2.pdf | 01092015 |Brund Dallagiovanna | Acslto

Brochiwra 10:06:33 | Wiz

Investigador

Curos Carta_CEP_2015.pdf 01092015 | Brund Dallagiovanna | Acelbo
100615 | Wiz

Folha de Rosto Folha_e_rosio.pdf 01/049/2015 | Brund Dallagiovanna | Acelbo
100544 | Wiz

Curos Termo de confidencialidade_PUC pdf 10#08./2015 Acalha
11:04:36

Ouros Temo @2 confidencialidade 1005 2. 10#08/2015 Aalio

Emdersgo:  Aw. Brasi 4035, Sala 705 | Campus Expansia)

Balmo:  Manguinhos CEP. 71 040-350

UF: RJ Nunlolplo: R DE JAMEIRD

Tedefonee:  [24)3582-9011 Fac (211255 1-2815 E-mall cephocnaiiio fioomae br

Pigina (5 da. (2
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I ) FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - £~ Plabaforma
FIOCRUZNOC
Irmiergig vl Ui
Canfinusdic do Ferscoer: 1.3085 1595
Ouims paif 11:104:26 Acelta
Cutros Termo de confidencialidade GG 1.pdfl 10¥DE/2015 Acelio
11:04 18

Declaragan oe Declaracdo de co-paniclpacan PUC pdf| 10082015 Acelio
Insttulcdn & 110341
| TS eSS

Declaragao oe Declaracio de oo~ 104082015 Acelio
Insttulcdn & partizipacgdo Homoane. pdf 110331

Infraesiniua

TCLE / Termos 8 | TGLE_sangue_mensoual_v1 pdl 10/DA2015 Acelio
Assenimenio | 11:103:06

Justificativa e
| AUESNCIS

TCLE J Termos de  |TCLE_medula_wi.pdf 1082015 Acalto
Assentimento / 11:02:55

Jusiificativa da

AUsEnsa

TCLE / Termos de | TCLE_Npoaspiragio_2015_vi.par 104082015 Acelto
Assentimento / 110248

Jusiificativa da

Aussnca

TCLE J/ Termos de  |TCLE_ kelte_2015_wA .pdf 10¥04E2015 Acelto
Assenimenio | 1110236

Justificativa e
| AUESNCIS

TCLEJ Termos de  |TCLE_denie wi.pdf 1082015 Acalto
Assentimento / 11:102:28

Justificativa de

AUsEnsa

TCLE J Termos de  |TCLE_cordao umbllical_2015 wi.pdf 10¥DE/2015 Acelio
Assentimento / L b e

Jusiificativa da

Aussnca

TCLE § Termos de  |TCLE_bardatrica_2015_wl.pdf 10¥04E2015 Acelto
AssEndmento | 11:101:55%

Justificativa e
| AUESNCIS

Slfuacdo do Pargosr:

AprovaEda

Hecasslta Apreclagio da CONEP:

Hao

Enderego: A, Brasi 4035, Sala 705 (Campus Expansia)

Balrmo:  Manguinhos CEF: 21040-350

UF: R Muninipo; R0 O JANEIRD

Tebefipne:  [21)3EE2-5011 Fac 21125512815 E-mall: cepfiocraziiio fiomuz br
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FUNDAGAO OSWALDO CRUZ -
FIOCRUZ/IOC w

RIZ2 DE JANEIRC, 04 d2 Movembro ge 2015

Confnuedio do Farscer: 1. 308185

asainade por:
Jozs Henrlque da Siiva Pllotto
{Coordenador)

Emdersgao: Ay, Brasil 4035, Sala TDS (Campus Expanclio)

Esfmo:  Manguinhos CEP: 240403680
UF: R Munioiplo: RO DS JAMNEIRD
Tedelfone: [(21)3582-9011 Fax (2125512815 Eqrall: capfocnzibior ooz ke
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