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Resumo

Cited2 ¢ um modelador transcricional essencial para o desenvolvimento normal
cardiaco. A manutencéo, diferenciagdo e proliferacdo celular ocorrem e sdo controladas
por uma rede complexa de vias de sinalizacdo. No trabalho aqui apresentado pretende-se
esclarecer de que forma a proteina Cited2 esta envolvida na diferenciacdo de células
estaminais embrionarias de ratinho em ceélulas cardiacas. O principal objetivo deste
projeto consistiu em testar se Cited2 promove a diferenciacdo cardiaca por participar na
expressdo de moléculas de sinalizacdo e se este meio é capaz de resgatar os defeitos de
diferenciacgao das células estaminais embrionarias com delecdo de Cited2. Para testar esta
hipotese diferenciou-se células C2"[Cre]B, com e sem knockout de Cited2, durante as
primeiras 48 horas, em meio condicionado de E14T/flag-CITED?2 e efetuou-se contagens
de focos contrateis. Analisou-se a expressao transcricional de genes relacionados com a
diferenciacdo cardiaca em E14T/flag-CITED2. De acordo com os resultados obtidos
neste estudo, a expressdo e secrecdo de diversos fatores para 0 meio condicionado
preparado a partir de ESC E14T/flag-CITED2 demonstra que, nas primeiras 48 horas de
diferenciacdo, ha a compensacdo da falta ou deplecdo Cited2 e observou-se que a sobre
expressao de CITED2 nas células E14/T levou a um aumento de expressdo transcricional
de Wnt5a, Wntl1, Fgf10 e DkKL1.

Termos chave: CITEDZ2, knockout, Wnt5a, Wnt11, Fgf10 e Dkk1.



Abstrat

Cited?2 is a transcriptional modulator essential for normal cardiac development.
The maintenance, differentiation and cell proliferation occur and are controlled by a
complex network of signaling pathways. The work presented here is intended to clarify
how Cited2 is involved in differentiation of mouse embryonic stem cells into cardiac
cells. The main objective of this project was to test whether Cited2 promotes signaling
cascades important for cardiac differentiation and to verify whether this culture medium
is able to rescue the differentiation defects of embryonic stem cells with Cited2 deletion.
To test the hypothesis C2"M[Cre]B cells were differentiated, with and without a Cited2
depletion, during the first 48 hours, in conditioned medium from E14T/flag-CITED2 ESC
and contractile foci were counted. We also analyzed the transcriptional expression of
genes associated with cardiac differentiation in E14T/flag-CITED2. According to the
results of this study, the expression of various secreted factors was increased in cells
overexpressing CITED2. Thus, within the first 48 hours of differentiation, there is
compensation of Cited2 depletion by conditioned medium of cells overexpressing
CITED2 and we observed that the overexpression of CITED2 in E14/T cells led to an
increase in the transcriptional expression of Wnt5a, Wnt11, FGF10 and Dkk1.

Keywords: CITED2, knockout, Wnt5a, Wnt11, Fgfl0 e Dkk1.
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1. Introducéao

Os midcitos cardiacos sao produzidos durante a vida fetal, inicialmente originados
de progenitores cardiacos. No coracdo adulto de mamiferos estes continuam a ser
renovados através da sua auto duplicacdo e por diferenciacdo de células estaminais
cardiacas (Bhattacharya et al., 2006; Kajstura et al., 2010). No entanto, a capacidade de
renovacdo de midcitos em mamiferos adultos, especificamente em seres humanos, é
controverso. Existem relatados contraditorios sobre a capacidade regenerativa do coragao
adulto humano (Bergmann et al., 2009; Mollova et al., 2013).

Historicamente, a renovacéo de cardiomidcitos em seres humanos tem sido dificil
de estabelecer.

A maioria dos casos de cardiomiopatia (grupo de doencas do musculo cardiaco de
etiologia variada) no estdgio de insuficiéncia cardiaca apresentam perda de
cardiomidcitos adultos, levando a faléncia cardiaca e a morte do paciente.

Em cora¢des humanos adultos a regeneracdo de cardiomiécitos ndo é suficiente
para compensar a perda dos mesmos, sendo por isso o0 transplante cardiaco o Unico
método eficaz para repor os cardiomidcitos perdidos, no entanto € um processo complexo
e pouco rotineiro.

Na ultima década, véarios estudos demonstraram que o transplante de
cardiomidcitos isolados (cardiomioplastia) pode oferecer uma abordagem alternativa para
o tratamento de doencas cardiovasculares, no entanto, existem fortes limitacfes, uma
delas sendo o namero escaco de células recolhidas do doador (Sachinidis et al., 2003;
Senyo et al., 2014).

Para contornar estas limitacfes as células estaminais embrionarias sdo
consideradas como uma possivel fonte de cardiomidcitos para tratamento de doencas
cardiovasculares, dado o seu potencial cardiomiogénico (Sachinidis et al., 2003;
Nishiyama et al., 2007; Senyo et al., 2014).



1.1.  Células estaminais

As células estaminais, conhecidas pela capacidade de se autorrenovar e
originarem linhagens celulares mais diferenciadas, contribuem para as fungdes de
reparacdo e homeostasia de um organismo (Donovan e Gearhart, 2001; Verfaillie,
2002).

O potencial de diferenciacdo das células estaminais varia de acordo com o
estagio de desenvolvimento onde sdo isoladas. Células totipotentes sdo isoladas do
zigoto e possuem a capacidade de dar origem a todas as células de um organismo
incluindo os tecidos extraembrionarios. Por sua vez, as células estaminais embrionarias
isoladas do botdo embrionério ou massa celular interna (ICM para Inner Cell Mass em
Inglés) do blastocisto, um estagio de desenvolvimento mais tardio, sdo pluripotentes e
podem diferenciar em qualquer linhagem do organismo. (Donovan e Gearhart, 2001;
Rippon e Bishop, 2004). As células estaminais multipotentes, j& comprometidas a uma
determinada linhagem, possuem a capacidade de se diferenciarem apenas nos diferentes
tipos de células do tecido a partir das quais foram isoladas, sdo células estaminais
adultas (Weissman, 2000).

1.1.1. Células estaminais embrionérias

As células estaminais embrionarias (ESC para Embryonic Stem Cells em Inglés)
(Figura 1.1) séo caracterizadas por trés pontos importantes, pelo seu potencial de
autorrenovacao ou seja a capacidade das células replicarem e manterem-se num estado
de indiferenciacdo durante um prolongado nimero de passagens (2) pluripoténcia, apds
estimulacdo adequada, estas células possuem a capacidade de diferenciar em células
das trés camadas germinativas, mesmo depois de mantidas em cultura por um longo
periodo de tempo e (3) quando introduzidas num blastocisto, podem contribuir ao
desenvolvimento do embrido (Chambers et al., 2003; Rippon e Bishop, 2004; Choi et
al, 2005; Yu e Thomson, 2006).

Durante o decorrer do normal desenvolvimento, a implantagcdo do blastocisto
resulta na diferenciagdo das trés camadas germinativas primérias que irdo mais tarde
originar os 6rgaos do embrido em desenvolvimento (Beddington e Robertson, 1999).
As ESC conservam a capacidade de diferenciagdo nas trés camadas germinativas, a
propriedade de pluripoténcia, o que faz das ESC um modelo unico de estudo in vitro da



embriogénese precoce. O centro da rede regulatéria que mantem este estado consiste
num conjunto de fatores de transcricdo, entre os quais Oct4 (Octamer-binding
transcription factor 4 em Inglés) parece desempenhar um papel fundamental (Nichols
et al., 1998). Oct4 ocupa muitos locais regulatorios no genoma das ESC conjuntamente
com os fatores Sox2, Nanog e o co-ativador p300 (Chen et al., 2008). Na embriogénese,
Oct4, Sox2 e Nanog, séo essenciais para a manutencéo do estado de pluripoténcia, tanto
em ESC de ratinhos (mESC para mouse Embryonic Stem Cells em Inglés) como em
humanas (hESC para human Embryonic Stem Cells em Inglés) (Loh et al., 2006; Goke
etal., 2011).

Massa celular
- ) interna

Fertelizacdo
Blastocisto

E__\\
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Células
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i

Figura 1.1- Origem das células estaminais embrionarias, que derivam da massa celular
interna do blastocisto de mamiferos (Adaptado de Donovan, e Gearhart, 2001).

1.1.2. Células estaminais adultas

As células estaminais adultas estdo presentes em tecidos ja desenvolvidos e sdo
caracteristicas de cada tecido a partir do qual sdo isoladas, tal como, medula 0ssea,
figado, musculo e pele. Devido a sua especificidade, estas células encontram-se em
nichos proprios por todo o corpo e servem a manutencédo, crescimento e reparacéo dos
tecidos (Rippon e Bishop, 2004; Biswas e Hutchins, 2007).



Em teoria, estas células podem ser recolhidas e transplantadas de volta para o
mesmo individuo para a reparacdo de tecidos, contornando assim a necessidade de
imunossupressao apresentando por isso um enorme potencial, onde através das
mesmas € possivel produzir qualquer tipo de célula, tecido ou érgdo do corpo

humano (Rippon e Bishop, 2004).

1.2. Plutipoténcia

Para além da capacidade de dar origem aos diferentes tipos de células
necessarios para o correto desenvolvimento e funcionamento do organismo, as linhas
celulares embrionarias pluripotentes possuem ainda marcadores especificos e fatores de
transcricao especificos de células estaminais pluripotentes, tais como, Oct4 (Nichols et
al., 1998; Donovan e Gearhart, 2006), Nanog (Chambers et al., 2003; Mitsui et al.,
2003), Sox2 (Mitsui et al., 2003) e moleculas de sinalizacdo extracelulares, tais como
LIF (Leukemia inhibitory factor em Inglés) (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988)
e as proteinas morfogénicas do osso (BMP para Bone Morphogenetic Proteins em
Inglés) (Ying et al., 2003), tém um papel critico no estabelecimento e/ou manutencéo

da pluripoténcia neste tipo de células.

1.2.1. Genes envolvidos na pluripoténcia

Nanog

Nanog € uma homeobox que codifica fatores de transcricdo com funcdes
essenciais de manutencdo da pluripoténcia em células da ICM e na sua derivacdo para
ESC (Mitsui et al., 2003).

Nanog aparece inicialmente em células internas da moérula e do blastocisto, na
fase de pré implantacdo, ndo sendo detetavel no momento da implantacdo. No
blastocisto a expressdo de Nanog é confinada a ICM. A expressdo do mesmo reaparece
no epiblasto proximal ao dia embrionario 6 (E6) e permanece restrito ao epiblasto
enquanto desenvolvimento prossegue. A expressao deste gene em ratinhos € regulada
negativamente apds o dia embrionario 8 (E8) (Chambers et al., 2003; Mitsui et al.,
2003; Hart et al., 2004).

A sobre expressdo de Nanog € capaz de manter a pluripoténcia e a

autorrenovacao, caracteristicas das ESC, na auséncia de LIF, um fator de crescimento
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adicionado no meio de cultura das ESC para impedir a diferenciacdo (Chambers et al.,
2003; Mitsui et al., 2003).

Oct4 e Sox2

Oct4 e Sox2 sdo fatores de transcricdo, Oct4 pertence a familia de fatores de
transcrigdo com dominio proteico POU, e Sox2 a familia de genes SOX (Kamachi et al.,
2000), essenciais para o desenvolvimento e manutencgéo da pluripoténciaem ESC, ambos
estdo presentes em celulas precoces do embrido e em células germinativas de mamiferos
(Nichols et al., 1998; Sholer et al., 1990).

Para manter as ESC indiferenciadas, Oct4 e Sox2 interagem entre si e com varios
outros fatores de transcri¢do tais como, Stat3 e FoxD3 que regulam a expressdo de
maultiplos genes alvo (Niwa et al, 2000 e 2001; Mitsui et al., 2003).

Oct4 é altamente expresso em ESC humanas e de ratinho e a sua expressdo diminui
quando estas células diferenciam e perdem pluripoténcia, originando a trofoectoderme,
ao passo que a sobre expressdo de Oct4 resulta na diferenciagdo em endoderme e

mesoderme primitivas (Yeom et al., 1996; Niwa, 2001).

Equilibrio entre Oct4 e Nanog

Como descrito nas sec¢des anteriores, Oct4, Sox2 e Nanog sdo genes/proteinas
importantes para a manutencdo das células estaminais, estes fatores interagem entre si
para regular a expressdo genética. De fato o fator-chave neste processo é o equilibrio
que existe entre estas proteinas.

Foi demonstrado que a acdo de Nanog requer a presenca continua de Oct4,
implicando que este pode determinar a expressao de Oct4. Este efeito é suscetivel de
ser indireto, no entanto, ja que a expressdo Oct4 ndo € visivelmente aumentada em
sobrexpressdo de Nanog. Contudo, o aumento da expressdo de Oct4 faz com que as
ESC diferenciem, enquanto o aumento de Nanog impede a diferenciagdo. Portanto,
Nanog pode atuar para limitar o potencial de diferenciacdo — indugdo de Oct4
(Chambers et al., 2003) (Figura 1.2).

A via de sinalizagdo das Wnt esta também envolvida na manutengdo da
pluripoténcia. Quando ativada, esta via mantem o fenétipo indiferenciado em mESC e
hESC. A sinalizagdo Wnt é ativada por via endogena em ESC e é regulada

negativamente sob diferenciacdo (Sato et al., 2004; Zhang et al., 2013). A ativacdo da



sinalizacdo de Wnt podem também regular positivamente a expressao de STAT3 (Hao
et al., 2006).

A Pluripoténcia

Ativo
NANOG Co ativador (p300, mediador, ...)

)\
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pluripoténcia
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Figura 1.2- Modelo da regulagdo genética da pluripoténcia em ESC.

(A) Os enhancers estdo unidos por Oct4, Sox2 e Nanog, todos juntos, com p300 em ESC.
Estes enhancers mantém a pluripoténcia por ativagdo da expressdo de genes em ESC.

(B) Apos a diferenciagdo da célula, os mesmos os enhancers sdo unidos por p300 em tecidos
de desenvolvimento, juntamente com outros fatores de transcri¢do. O gene alvo é expresso
(Adaptado de Goke et al., 2011).

1.3. Diferenciacao

A diferenciacdo celular é definida como uma aquisicdo de especializacao,
ocorrendo em diversos passos em simultaneo e regulada temporalmente por diversos
processos, que se iniciam pelo compromisso e determinacdo do destino celular.

Como mencionado anteriormente, as ESC sdo celulas pluripotentes que podem
diferenciar em trés tipos celulares, ectoderme, endoderme e mesoderme (Chambers et al.,
2003; Rippon e Bishop, 2004; Choi et al, 2005; Yu e Thomson, 2006).

A diferenciacdo das ESC é acompanhada de uma regulacéo negativa de diversos
fatores de transcricdo e moléculas de sinalizacdo que mantém o fenotipo de pluripoténcia,
tais como Oct4 e Nanog, e a regulacao positiva dos fatores de transcrigéo envolvidos na
diferenciacdo (Gu et al., 2005).



Por exemplo, a expressdo do fator de transcricdo Gata6 origina em ESC a
diferenciacdo em endoderme primitiva (Fujikura et al., 2002), tal como a expressao do
fator de transcricdo Cdx2 (para caudal-type homeobox transcription factor 2 em Inglés)

induz a diferenciacdo das ESC em trofoectoderme (Niwa et al., 2005) (Figura 1.3).

A. Moérula B. Blastocito inicial C. Blastocisto tardio D. Fase de ovo cilindrico
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Figura 1.3- Linhagens pluripotentes do embrido de ratinho.

(A) As células estaminais pluripotentes (verde) encontram-se na mérula como células internas,
gue em seguida (B) formam a ICM do blastocisto.

(C) Depois de originar a endoderme primitiva na superficie da ICM, as células estaminais
pluripotentes formam o epiblasto e comecam a proliferar rapidamente apds implantacéo.

(D) Formam entéo a ectoderme primitiva, que ird originar a linhagem de celular germinativa e a
linhagem celular soméatica do embrido. Certos fatores de transcri¢do chave (azul) sdo necessarios
para a diferenciagdo das varias linhagens embrionarias (Adaptado de Niwa, 2007).

1.3.1. Diferenciacdo in vitro

Quando cultivadas in vitro nas condi¢des apropriadas, as ESC diferenciam em células
especializadas, tais como, células cardiacas, miogénicas, neurais, hematopoiéticas,
epiteliais, vasculares do musculo liso, endodérmicas, adipogénicas e condrogénicas (Czyz
e Wobus, 2001; Boheler et al.,2002; Choi et al., 2005; Fauzi et al.,2015; Suchorska et al.,
2015; Yan et al., 2015). Conhecendo quais os padrdes de desenvolvimento que regulam
a expressao genética é possivel analisar os processos de desenvolvimento a nivel celular
in vitro e por conseguinte as ESC tém sido utilizadas como modelo experimental para
analisar eventos de diferenciacdo precoce e complementar com estudos in vivo (Czyz e
Wobus, 2001).



Para promover uma diferenciacdo eficiente e reprodutivel em ESC em células de
interesse in vitro, € comum a Vvarios grupos de investigacdo, a remog¢do do estimulo
necessario para a auto-renovacdo e manutencdao da pluripoténcia das ESC, como por
exemplo, remocéo do LIF das condi¢des de cultura.

Uma das estratégias para induzir diferenciacdo das ESC in vitro é a elaboracdo de
corpos embrionarios (EB para embryoid bodies em Inglés). Os EB sdo originados a partir
de ESC em suspensdo que se vao agregar formando esferas tridimensionais, que se
assemelham a embrides precoces pos-implantacdo e que diferenciam naturalmente nas
trés camadas germinativas, endoderme, ectoderme e mesoderme. (Czyz e Wobus, 2001,
Rippon e Bishop, 2004; Choi et al., 2005).

A estrutura tridimensional da célula resultante facilita as interacdes multicelulares,
devido ao contato célula a célula e podem ser estabelecidas por jungdes gap (Desbaillets
et al., 2000).

Apobs a agregacdo, a camada externa dos EB é distinguida como endoderme
primitiva extra embrionaria que se diferencia em endoderme visceral (Doetschman et al.,
1985).

A matrix extra celular, que é secretada a partir da camada de endoderme primitiva,
em seguida, forma uma espessa membrana basal, que separa a endoderme primitiva da
massa interna dos EB. Ao longo do interior da membrana basal, é formada a camada da
ectoderme primitiva e ocorre cavitacdo no interior dos EB. Esta série de processos €
considerado um modelo in vitro, que recapitula o desenvolvimento inicial embrionario
desde o estagio de blastocisto até ao estagio de ovo cilindrico (Coucouvanis, 1995).

Durante a maturagéo dos EB, que ocorre normalmente entre o dia 2 e 6, as ESC
sofrem enormes alterac6es morfoldgicas (Doetschman et al., 1985) e adquirem diversos
marcadores tipicos de células diferenciadas (ltskovitz-Eldor et al., 2000). Entre os
marcadores especificos das trés camadas germinativas, encontram-se 0 GATA4 (GATA
binding protein 4 em Inglés) e o-fetoprotein como marcadores da endoderme
inicialmente expressos no inicio da fase de pds implantacéo e sdo mantidas na endoderme
visceral e parietal do saco vitelino durante a gastrulagdo (Choi et al., 2005). Os genes
Brachyury e BMP4 sé@o expressos na mesoderme precoce e 0s genes Pax6 e Mashl na
neuroectoderme, (Czyz e Wobus, 2001). A Desmina também é expressa na regiao
mesodermal, especialmente nas fibras musculares, e a Nestina na area de

neuroectodermal. (Choi et al., 2005).



A técnica mais utilizada para formar EB é a de gotas suspensas (HD para hanging
drop em Inglés). Esta técnica de diferenciacdo de EB por HD foi referida como
favorecendo preferencialmente linhagens celulares mesodérmicas (Takahashi et al.,
2007).

No entanto os métodos de suspensdo e agregacdo celular para gerar EB séo

tecnicamente complexos e demorados.

1.3.2. Diferenciacdo Cardiaca

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento do coracdo (cardiogénese) sdo
conservados entre vertebrados. A identificacdo de fatores de crescimento, de transcricao,
cascatas de sinalizacdo sdo capazes de induzir a cardiogénese sdo cruciais para o

desenvolvimento in vitro de cardiomidcitos de ESC (Sachinidis et al., 2003).

Para ocorrer formacdo do coracdo € necessario que as células mesodérmicas
assumam o destino de se tornarem cardiomiogénicas e que migrem para as regides antero-
-lateral do embrido durante a gastrulacdo. Este processo é regulado por citocinas, tais
como proteinas BMPs nomeadamente BMP2 e BMP4 e fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs), que desempenham um papel essencial na inducdo de fatores de
transcricdo cardiaca e diferenciacdo em cardiomiocitos nos vertebrados (Figura 1.4)
(Schultheiss et al, 1997; Schlange et al., 2000; Kami et al., 2008).

A mesoderme cardiaca expressa marcadores especificos, tais como, Brachyury e
Flk1 e sdo ainda especificados para células progenitoras cardiacas precoces por Mespl
(Bondue et al., 2008; Chan et al., 2013; Saga et al., 1999; Ishitobi et al., 2011). E a partir
da mesoderme cardiaca que derivam duas populagdes celulares que vao originar o
primeiro campo cardiaco, FHF (para first heart fields em Inglés), e o segundo, SHF (para
second heart fields em Inglés), que mais tarde vao contribuir para a formacéao dos atrios,
ventriculos e tronco pulmonar. Estas duas populagdes vao continuar a diferenciar até

atingirem o estado de maturacéo de cardiomiocitos primordiais.
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Figura 1.4 - Sinais para a formacdo de musculo cardiaco durante a embriogénese e a diferenciacao
das ESC.

Linhas continuas e tracejadas indicam sinais positivos e negativos, respetivamente, nas fases de
desenvolvimento indicadas. Setas circulares indicam auto-renovacao. (Adaptado de Noseda et al.,
2011).

Esta etapa de desenvolvimento cardiaco é caracterizada por reguladores
transcricionais do FHF e SHF que expressam os fatores de transcricdo Isl1l (Islet-1
transcription factor em Inglés), Nkx2.5 (Nk2 transcription factor related, locus 5 em
Inglés), Thx5 (T-box transcription factor 5 em Inglés), Gata4 e Mef2c (Myocyte
enhancer factor 2C em Inglés), contudo o fator Thx5 estd predominantemente presente
em células do FHF e a expressdo de Isl1 é uma caracteristica dos progenitores SHF
(Figura 1.5) (Cai et al., 2003; Moretti et al., 2006; Vincent e Buckingham, 2010;
Laugwitz et al., 2005; Brade et al., 2013).

A expressdo mesodermal de FGF foi demonstrada ser crucial para o
desenvolvimento do SHF, nomeadamente Fgf8 e Fgf10, em que a delecdo de um alelo
destes genes demonstrou prejudicar o alinhamento do trato pulmonar, septacdo e
orientagdo do coracéo (Frank et al., 2002; llagan et al., 2006; Marguerie et al., 2006; Park

et al., 2006). Ao nivel célula Fgf8 regula a expressdo de genes marcadores de SHF, Isl1
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e Mef2c (Park et al., 2006), levando a proliferacdo da populagéo progenitor SHF. FGF10
é também expressa na SHF (Kelly, 2012; Brade et al., 2013).

Pitx2c*

Isl1*
Nkx2-5%
Tbx1*
Mef2c-SHF enh’l
Fgf8/10*

Isl1*
Nkx2-5*
Wnt2*

Tbx18*

Figura 1.5- Subdominio dentro do SHF. O SHF é caraterizado pela expressao de Nkx2.5 e
Isletl (Isl1) mostrado ao dia embrionério 8 (E8.0).
A parte anterior do SHF (amarelo) é composto por células que expressam Tbx1, Fgf8 ou Fgfl10
e ativa o0 enhancer de Mef2c-SHF, enquanto Wnt2 é expresso em adi¢do a Nkx2.5 e Isl1 no SHF
posterior (verde). Na maior parte do lado posterior e lateral do SHF reside um dominio que se
carateriza pela expressao de Thx18 mas ndo de Nkx2.5 (vermelho). Pitx2c é expresso apenas no
lado esquerdo da SHF (riscas diagonais) (Adaptado de Vincent e Buckingham, 2010).

Um marcador especifico de FHF foi recentemente identificado, o HCN4 - Canal
ionico ciclico fechado de nucleétidos ativado por hiperpolarizagdo (em Inglés, ion
channel hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 4), que € um
marcador do sistema de transporte que aparenta ser especifico de células que
predominantemente se diferenciam em cardiomidcitos arteriais e ventriculares (Liang et
al., 2013; Spater et al., 2013).

As proteinas da familia Wnt estdo também implicadas no desenvolvimento
embrionario e cardiomiogénese (Figura 1.6), os sinais inibitérios mediados por estas,
segregadas pelo tubo neural e ricas em cisteinas e glicoproteinas, suprimem a
cardiomiogénse na mesoderme adjacente (Sachinidis et al., 2003; Kami et al., 2008).

A expansao e diferenciagdo de células progenitoras cardiacas positivas Nkx2-5 e
Isl1 também dependem da sinalizacdo da via canonica das Wnt (Lian et al., 2012). Nos

vertebrados a Wnt1/3a, ativa a via candnica de sinalizagdo da Wnt/p-catenina que leva a
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estabilizacdo da [-catenina, inibindo a diferenciacdo em cardiomidcitos e a Wntll
promove a diferenciacdo cardiaca através da via ndo candnica em Xenopus e linhas

celulares embrionérias de ratinho (Kami et al., 2008).

Formacio de mesoderme Especificacio cardiaca  Manutencao de
progenitores de HF
= BMP2/4/7 s Canonical Wnt inhibition = FGF8/10
» Activin/Nodal = BMP2/4/7 s Wnt1/3a/8
= Canonical Wnts = Activin/Nodal = Hedgehog
(Wnt1/3a/8) = FGF-2/4,-8 = Notch inhibition
= Non-canonical Wnts
(Wnt5a/11)
= Hedgehog
Percursor
Célula embrionaria primordial Progenitores
pluripotente cardiovascular cardiacos FHF/SHF
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|
J
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Flk1* Gatad' Meif2c’
Thx1!

Figura 1.6- Vias de sinalizacdo da programacao de células cardiacas durante a embriogénese.

Esquema representativos das vias de sinalizagéo e / ou moduladores da diferenciacdo cardiaca
das fases de formacdo da mesoderme, especificacdo cardiaca e manutencdo de progenitores do
HF (campo cardiaco, em Inglés heart field).

Legenda: Seta circular, indicagdo de autorrenovagdo; FHF, primeiro campo cardiaco (genes
marcados a azul); SHF, segundo campo cardiaco (genes marcados a vermelho) (Adaptado de
Sahara et al., 2015)

Existem evidéncias de que Crescent, um antagonista que inibe a Wnt8, e
Dickkopfl (Dkk1), também um antagonista das Wnt3a, Wnt8, Wnt2b e Wnt5a,
promovem a cardiogénese (Kazanskaya et al., 2000; Marvin et al., 2001). Foi também
demonstrado que a sinalizagdo de BMP2 na mesoderme de embrides de galinha é
essencial para a rapida ativacdo da sinalizacdo de Nodal e os seus genes-alvo Pitx2 e
Nkx3.2 (Piedra e Ros, 2002; Schlange et al., 2002) (Fig. 1.7). A sinalizacdo de Notch,
IGF (fator de crescimento insulinico em Inglés Insulin Growth Factor), Hedgehog e

Hippo surgiram recentemente como reguladores importantes na vasculogénese cardiaca
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e distarbios nessas vias causa um amplo espectro de anomalias cardiacas (Xie et al.,
2012).

VP

B BMP 2/4 B Inibidores Wnt Wnt-3a B Nkx-2.5
(Cresceni) Wnt-8c

Figura 1.7 - Modelo do coracdo de sinais induzidos na mesoderme primitiva de pintos.

(A) BMP2 e BMP4 séo expressos na linha primitiva posterior e na lateral do embrido, que induz
as células precursoras da placa lateral da mesoderme a tornarem-se tecido do coragdo. Inibidores
da via das Whnt, tais como, Crescent, S80 expressos na zona anterior do embrido, quanto que
Whnt3a e Wnt8c séo expressos na linha primitiva posterior e mesoderme lateral. A expressao de
NKX-2.5 surge nos estagios 5-6 na regido do embrido onde os sinais da via das Wnts estdo
bloqueados pelo Crescent e onde BMP2/4 sdo expressos (Adaptado de Marvin et al., 2001).

1.3.3. Progenitores Cardiacos

Existem trés origens distintas de populacdes de células que contribuem para a
formacao do coracgdo, chamados de progenitores cardiacos celulares, CPC (para Cardiac
Progenitor Cells em Inglés), (1) as células cardiacas da mesoderme - CMC (para
Cardiogenic Mesoderm Cells em Inglés), (2) células do pré epicardio (PE) e (3) células
da crista neural cardiaca - CNCCs (para Cardiac Neural Crest Cells em Inglés) (Thomas
etal., 2013).

As CMC, que contém os FHF e SHF, formam a maior proporgéo dos ventriculos,
auriculas e tronco da artéria pulmonar do miocardio. Além disso estas células
progenitoras contribuem para o endocéardio, sistema de condugdo e coxins da aorta e

pulmonares (Thomas et al., 2013).
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As células progenitoras do PE compreendem o epicardio e diferenciam-se em
fibroblastos intersticiais incorporados no miocardio, células musculares lisas vasculares,
células endoteliais dos vasos coronérios e alguns midcitos, principalmente no septo
atrioventricular. Adicionalmente, a interacdo do epicardio com o miocardio subjacente é
crucial para o crescimento e maturacdo da camara e crescimento muscular ventricular
(Zhou et al., 2008; Manner et al., 2001; Schlueter e Brand, 2012; Thomas et al., 2013).

Os progenitores CNCCs originam-se no tubo neural dorsal e contribuem para dar
origem as células do musculo liso distal do tronco pulmonar e ao septo aortico pulmonar,
bem como o sistema nervoso autonomo do coracdo. O desenvolvimento da valvula
cardiaca e formacdo de septos do coracdo € também criticamente dependente do
desenvolvimento adequado do CNC (Hildreth et al., 2008; Thomas et al., 2013).

1.4. Familia dos fatores de CITED

A familia dos moduladores da transcricdo CITED engloba quatro genes identificados,
no entanto, apenas trés desses genes estdo presentes em mamiferos, CITEDL, 2 e 4
(Yahata et al., 2002). Todos os membros que constituem esta familia apresentam um
dominio conservado de ligacao aos co-activadores transcricionais p300 e CBP, chamado
CR2 (conserved region 2 em Inglés) e localizado na parte C-terminal das proteinas
(Yahata et al, 2000 e 2002). As proteinas CITED sdo essencialmente nucleares e tém
entre 22 a 27 kDa de proteina nuclear e sdo moduladores transcricionais, que atuam
aumentando ou diminuindo a transcrigdo genética (Yuan e Giordano, 2002).

1.4.1. Cited2

Cited2 é um co-ativador dos fatores de transcricdo da familia AP-2 (TFAP2),
interagindo com o dominio de dimerizagdo de TFAP2 (Braganca et al., 2003) e
formando um complexo proteico com as acetiltransferases e co-ativadores da transcricao,
CBP (cAMP-response-element binding protein em Inglés) e p300. Os fatores p300/CBP,
CITED2 e TFAP2A formam um complexo proteico implicado na formagdo do tubo
neural e para o desenvolvimento normal cardiaco e hematopoético, desempenhando
também um papel fundamental no controlo do crescimento celular (Bamforth et al.,
2001; Braganca et al., 2003; Kranc et al., 2003).

Cited2 liga-se diretamente e com elevada afinidade ao CH1 - primeira regido
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rica em cisteina-histidina (first cysteine-hitidine-rich em Inglés) de p300 e CBP, atuando
como modelador positivo de transcri¢do (interagindo com TFAP2 por exemplo) ou um
regulador negativo de fatores, como o fator induzivel por hipoxia (HIF)-1a através da
sua ligacao competitiva com HIF-1a a CBP/p300 (Bhattacharya et al., 1999; Bamforth
et al., 2001 e 2004; Freedman et al., 2003; Chou et al., 2006; Qu et al., 2007).

Em seres humanos, o gene CITED2 localiza-se na regido 6g23, que esté associada
com diabetes neonatal mellitus e com resisténcia a insulina em adultos. Em diversos
estudos, foi também demonstrado que os defeitos congénitos cardiacos estdo
relacionados com varia¢Ges/mutacdes ou metilagcdes anormais do gene CITED2 (Temple
et al., 1996; Bamforth et al., 2001 e 2004; Xu et al., 2014, Liu et al., 2014).

A criacao do eixo esquerda-direita € um processo fundamental da embriogénese
dos vertebrados e a incapacidade de desenvolver essa assimetria leva a uma
morfogénese incorreta de diversos 6rgaos internos que, constituem a causa de varias
malformagdes cardiacas comuns. O modulador transcricional Cited2 é necessario para
0 estabelecimento normal do eixo esquerda-direita e para o desenvolvimento
embrionario. EmbriGes com auséncia do gene cited2 (Cited2 -/-) morrem durante a
gestacdo com anomalias profundas de desenvolvimento, incluindo malformacdes
cardiacas, exencefalias e agenesia adrenal (Bamforth et al., 2001 e 2004).

Paradoxalmente, no laboratério e em outros estudos publicados, tém sido
demonstrado que a expressdo de Cited2 promove a auto-renovacdo em ESC de ratinho
(Chen et al., 2012; Kranc et al., 2015; Pritsker et al., 2006), e 0s niveis sustentados de

alta expresséo de CITED2 em ESC indiferenciadas prejudica a sua diferenciacao.

1.4.2. Consequéncias do knockout de Cited?2

A invalidacdo da funcdo do gene que codifica Cited2 é letal para o embrido,
causando defeitos no desenvolvimento do coracdo e do tubo neural, tais como,
estreitamento anormal da artéria pulmonar e defeitos do septo ventricular, que sdo
também defeitos cardiacos congénitos humanos comuns. Estas anomalias sdo, em parte,
consequéncia da falta de modulacéo da atividade de transcrigdo do HIF-1a na auséncia
de Cited2, sendo por isso o Cited2 um gene regulador indispensavel durante o
desenvolvimento pre-natal (Yin et al., 2002).

Cited2 é induzido por multiplos fatores de crescimento e citoquinas que
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transformam ontogeneticamente as células. Foi demonstrado em embrides de ratinho
que na auséncia de Cited2 a proliferacdo de fibroblastos cessa prematuramente e
que estd associado a uma reducdo na fracdo de crescimento, morfologia celular

senescente e aumento da expressdao de inibidores de proliferacdo celular,

f INK4b .. .
e pl5 . Foi igualmente revelado que fibroblastos

INK4a Ar
nomeadamente, p16 , p19
Cited2 -/- tinham reduzida expressao dos genes do grupo polycomb Bmil e Mel18, que
funcionam como repressores da expressao dos genes INK4a/ARF e Hox (Kranc et al.,

2003).

1.5. Papel do Cited?2 nas células estaminais embrionarias

Em mESC, a perda acentuada da expressao de Cited2 prejudica a capacidade de
autorrenovacao, proliferacdo, sobrevivéncia e desencadeia a diferenciacdo espontanea
das mesmas, mas uma pequena populacdo de ESC Cited2 -/- com aparentes
caracteristicas de células indiferenciadas adaptam-se a perda de Cited2.
Curiosamente, as ESC com knockout em Cited2 demonstraram uma diminuicdo da
diferenciacéo, incluindo o compromisso cardiaco, devido a um silenciamento tardio
dos genes envolvidos na pluripoténcia e auto-renovacgédo das ESC, tais como, Oct4,
KIf4, Sox2 e c-Myc (Li et al., 2012; Kranc et al., 2015).

Em estudos recentes no laboratério foi demonstrado que Cited2 também tem
um papel importante nas ESC de ratinho por participar na regulacdo dos fatores
responsaveis pela pluripoténcia destas células, tal como Nanog, Kif4 e Tbx3. O
knockout de Cited2 nas ESC leva estas células a perder a capacidade de proliferacdo e
de ficarem indiferenciadas e a um aumento da apoptose (Kranc et al., 2015). Por outro
lado resultados obtidos no laboratério indicaram que o knockout de Cited2 também
provoca defeitos de diferenciacdo das ESC em linhagens de células cardiacas, sendo o
papel de Cited2 critico nas primeiras 48 horas dessa diferenciacdo. Por outro lado, a
sobre expressdo de Cited2 nas ESC indiferenciadas promove a diferenciagdo cardiaca
(Pacheco-Leyva — manuscrito em preparagéo).

Varios estudos mostram a importancia de diferentes fatores na diferenciagéo
cardiaca. As delecdes de, Bmp4 (Jiao et al., 2003; Klaus, et al., 2007), Wnt3 (Ueno et
al., 2007), Wnt3a (Palpant et al., 2007), Wnt5a (Pandur et al., 2002; Palpant et al.,
2007), Wnt11 (Palpant et al., 2007; Ueno et al., 2007), Dkk1 (Foley e Mercola, 2005;
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Palpant et al., 2007), Cerl (Cai et al., 2013), FGF8 (Frank et al., 2002; llagan et al.,
2006) FGF10 (Marguerie et al., 2006) e Nodal (Schier, 2003; Noseda et al., 2011)
resultaram em anomalias na diferenciacdo cardiaca de ESC, tendo-se verificado o
mesmo tipo de alteracbes com a delecdo de Cited2 (Bamforth et al., 2001 e 2004;
Braganca et al., 2003; Kranc et al., 2003; Sahara et al., 2015).

17



2. Objetivo

A manutencdo, diferenciacao e proliferacdo celular ocorrem e sdo controladas por
uma rede complexa de vias de sinalizacdo. No trabalho aqui apresentado pretende-se
esclarecer de que forma a proteina CITED2 esta envolvida nas cascatas de sinalizagéo
importantes para a diferenciagao de células estaminais embrionarias de ratinho em celulas
cardiacas.

Com base em estudos anteriores realizados no laboratorio, formulou-se a
hipdtese que Cited2 controla a expressdo de fatores ou proteinas que sdo secretados
para 0 meio de cultura e que promovem a diferenciacdo cardiaca.

O principal objetivo deste projeto consistiu em testar esta hipotese, verificando
se 0 meio de cultura de células estaminais embrionarias de ratinho E14/T sobre
expressando Cited2, promove a diferenciacdo cardiaca destas células e se é capaz de
resgatar os defeitos de diferenciacdo das células estaminais embrionarias com delecdo
de Cited2.
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3. Materiais e métodos

Por forma a compreender as vias envolvidas, sobre expressou-se CITED2 em
células estaminais E14/T. Com a sobre expressdo desta proteina, recolheu-se 0 meio de
cultura rico em fatores secretados — Meio condicionado. Este meio foi posteriormente
utilizado para iniciar a diferenciacdo das ESC C2"[Cre]B através da elaboracéo de EB,
durante as primeiras 48 horas e na presenca ou auséncia de 4HT. Sendo assim possivel
determinar a significancia dos fatores secretados em relacdo aos defeitos cardiacos
observados em células com a dele¢éo de Cited2.

Os EB foram analisados visualmente, por dois observadores diferentes, através

das contagens de focos contrateis e molecularmente através da técnica de RT-qPCR.

3.1. Cultura de células

3.1.1. Linhas celulares

Para este estudo foram utilizadas as linhas celulares E14/T (Nichols et al., 1990)
e ESC C2"M[Cre]B (Kranc et al., 2015).

Ambas as linhagens foram cultivadas sob uma camada de 0.1% de gelatina
(Sigma) com meio Glasgow Modified Eagle Medium (GMEM, Pan Biotech)
suplementado com 4mM de L-Glutamina (200mM GIBCO®, Invitrogen™), 1%
Penicilina/Streptomicina (GIBCO®, Invitrogen™), 1X Aminoécidos ndo essenciais
(100X GIBCO®, Invitrogen™), 1mM Piruvato de Sddio (100mM GIBCO®,
Invitrogen™), 0.05mM B-mercaptoetanol (GIBCO®, Invitrogen™) e 10% (v/v) de Soro
Fetal Bovino (FBS) (Sigma) a 37°C com 5% CO.. Foi também adicionado 1000U/ml de
LIF (ESGRO mLIF Meddium Supplement, Millipore) que impede a diferenciacéo destas
celulas e as mantém pluripotentes.

As culturas foram monitorizadas utilizando um microscopio invertido.

As células E14/T sdo uma linha de ESC de ratinho que derivam de uma estirpe
129/0la consanguinea isolada em 1985 pelo Dr. Martin Hooper, as E14T/Tg2a (Hooper
et al., 1987), que expressam de forma constitutiva o polioma T grande a partir de uma
cassete de expressdéo de cDNA integrada, que em ESC permite a replicacdo
extracromossémica de vetores de DNA transfetados que contém a origem de replicacao
do polioma (Gassmann et al., 1995; Aubert et al., 2002). Estas células foram utilizadas
para transfetar com os vetores pPyCAGIP-FLAG-CITED2 e pPyCAGIP.

19



As ESC C2"f[Cre]B de ratinho (Kranc et al., 2015), foram usadas para a
diferenciacdo em EB. Estas células tém o gene Cited2 flanqueado por dois sitios LoxP e
expressam uma recombinase Cre quimérica (Figura 3.1). Esta enzima é ativada por
suplementacdo de 1uM de 4-hidroxi-Tamoxifen (4HT) no meio de cultura, e assim
excisar o gene Cited2 levando ao seu knockout. O inicio da diferenciacéo (48 horas) das

ESC C2"[Cre]B sera feita na presenca ou na auséncia de 4HT.

Lox P Lox P

Insercio
Gene > ’
CRE t Integracio

Excisdo >

Insercdo

Figura 3.1 -— Esquema exemplificativo do knockout de um gene por recombinacdo, através da
recombinase Cre em locais LoxP individuais. Os locais homdlogos LoxP flanqueiam o gene de
interesse, no nosso caso, 0 gene Cited2, que serd excisado. (Adaptado de Norman e Maclnnes,
2002).

3.1.2. Vetores plasmidicos

Para induzir a sobre expressao da proteina CITED2 a linha celular E14T foi
transfetada com o vetor pPyCAGIP-FLAG-CITED2. Este plasmideo é um vetor
epissomal que permite a expressdo da proteina CITED2 humana com um “tag” FLAG na
parte N-terminal. Estas células, que chamaremos E14T/flag-CITED2, expressam de
forma estavel e constitutiva a proteina FLAG-CITED2 (Chen et al., 2012).
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Numa segunda transfecdo, obteve-se as células, que passam a ser denominadas
E14T/Controlo, contém o vetor pPyCAGIP, um vetor controlo (vazio), que ndo sobre
expressa a proteina de interesse. O vetor pPyCAGIP também é uma construcao epissomal
que expressa um gene que confere resisténcia a puromicina, permitindo assim a selecéo
das células transfetadas ao fazer um tratamento com este antibiotico que elimina as
células que ndo incorporaram ou que perderam o vetor (Chambers et al., 2003).

Uma vez transfetadas as células, tornou-se assim possivel preparar 0s meios

condicionados.

3.1.3. Transfecdo

A transfecdo é um processo de introducdo de DNA em celulas eucaridticas, por
meio de métodos fisicos, quimicos ou lipidos (Groskreutz e Schenborn, 1997).

Para a transfecdo das células E14T utilizou-se o0 método de lipofecdo, que
consiste na utilizacao de lipidos que podem formar lipossomas num meio aquoso. Estes
lipossomas contém o material de transfecéo, ou seja, plasmideos, que se podem fundir
com a membrana celular, permitindo que o DNA plasmidico atravesse para o citoplasma
e posteriormente para o nucleo. Pode ocorrer que o plasmideo nunca chegue ao nucleo e
por conseguinte ndo seja transcrito, € necessario por isso fazer uma selecdo das células
que contem o plasmideo excluido as demais (Dalby et al., 2004).

Com a transfecdo introduziu-se os vetores, pPyCAGIP-FLAG-CITED2 e
pPYCAGIP nas células E14/T. Estas foram plaqueadas 55x10* cel/mL numa placa P60
revestida com 0.1% de gelatina. Mantiveram-se as células a 37°C, 5% CO2 por 24h.
Transfetaram-se as células com 3ug de vetor e com Lipofectamine® 2000 (Invitrogen,
Life technologies™), 3,2 ul por pg de vetor. Apds 5 horas adicionou-se meio
GMEM+sup+10% FBS, para inativacdo da lipofetamina. Passadas 24 horas da
transfecdo, renovou-se 0 meio e adicionou-se um antibiotico, Puromicina (Sigma), para

fazer uma selecéo das células transfetadas.
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3.2. Meio condicionado

O meio condicionado é um meio rico em fatores secretados pelas ESC quando
estas sdo mantidas em condi¢Oes de cultura, tais como, fatores de crescimento e
citoquinas. Estes fatores sdo secretados sob a forma de secretomas, microvesiculas ou
exossomas (Kim e Choi, 2013).

Para obtencdo de meio condicionado, plaqueou-se 100x10* células/mL das
linhas celulares E14T-CAGIP-FLAG- CITED2 e E14T-CAGIP. As células foram
mantidas em cultura em meio GMEM+sup+10%FBS por 24 horas. Passado este
periodo, substituiu-se 0 meio de cultura por GMEM+sup+10%FBS sem LIF, mantendo
estas condi¢Bes por mais 24 horas. Em seguida, o meio das células E14T-CAGIP-
FLAG-Cited2 e E14T- CAGIP foi recolhido, filtrado, com filtro de 0.20um e

armazenado a 4°C.

3.3. Diferenciacao de células estaminais embrionérias

As ESC possuem a capacidade de se diferenciarem em varios tipos de células
quando mantidas em cultura, aplicando os estimulos adequados. O método utilizado
para induzir a diferenciacdo de culturas in vitro foi a técnica de HD que ira originar a
formacdo de estruturas esféricas em suspensdo, os EB. Utilizou-se esta técnica devido
a semelhanca dos EB com o tecido embrionério pos-implantacéo in vivo (Rippon et al.,
2004; Choi et al.,2005; Yu e Thomson, 2006).

Esta técnica consiste na formacdo de agregados celulares em gotas suspensas
de 20ul com 1000 células em cada gota. Enquanto estdo em suspensdo as células
agregam e formam os EB que se vao diferenciar em células especializadas (Rippon et
al., 2004).

E recorrendo a este método que foi possivel a diferenciago eficiente das ESC
C2"M[Cre]B em cardiomidcitos com capacidade de contragdo, formando focos de
contracdo nas culturas celulares. Estes cardiomiocitos expressam marcadores

especificos, incluindo proteinas estruturais, recetores e fatores de transcri¢do cardiacos.
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3.3.1. Embryoid bodies

O meio condicionado elaborado a partir das células E14T/flag-CITED2 e
E14T/Controlo foram usados na diferenciacio das ESC C2"M[Cre]B de ratinho. Esta
diferenciacdo foi efetuada na auséncia e presenca de knockout do gene Cited2,

adicionando EtOH ou 4HT, respetivamente.

~

condicionado
EB em
suspensao
EB plaqueados
sob uma camada
de 0,1% de
gelatina e
Diferencia¢do

Formacao de EB
em meio
Expressdo dos

D2 D4 D7 D8 D9 DI0
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I

Contagens de foco
de contragdo
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Tratamento com
EtOH ou 4HT
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Figura 3.2- Escala de tempo do crescimento dos EB.
Ao dia 0 (DO0) séo elaborados as HD, ao dia 2 (D2) vira-se a placa e adiciona-me
meio GMEM+sup+20%FBS, no dia 4 (D4) coloca-se os EB numa placa com 0.1%
de gelatina para que estes adiram e se diferenciem. As contagens dos EB e focos
contrateis foram efetuadas aos dias 7,8,9 e 10 (Adaptado de Pacheco-Leyva et al. —
manuscrito em preparacao).

Ambos os meios condicionados foram suplementados com mais FBS, totalizando
20% do mesmo, adicionou-se 1uM de 4HT ou EtOH a 100% e 5x10* células/mL de
C2"M[Cre]B. Procedeu-se de seguida & elaboracdo de EB, adicionando 20uL sob a
forma de gota numa placa de Petri, a qual no fim foi invertida e colocada na estufa a
37°C, 5% CO2. Apds 48h as placas foram colocadas na posicéo correta e adicionou-se
meio GMEM+sup+20% FBS, onde os EB permaneceram a crescer em suspensdo por
mais 48horas. Findo as 48horas os EB foram transferidos para uma placa revestida com
0.1% gelatina para aderirem, facilitando a sua monotorizagéo.

Para averiguarmos o efeito dos meios condicionados na diferenciacdo cardiaca

procedemos as contagens das zonas de batimentos (focos contrateis) em cada EB aos
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dias 7, 8, 9 e 10 apos o inicio da diferenciacao (Figura 3.2).
Para além da monitorizacdo dos efeitos dos meios condicionados na
diferenciacdo das células ESC em cardiomidcitos, esta foi complementada por anélise

de expressdo de genes associados a este processo, em que os EB foram recolhidos para

|

analise ao dia 2 e 3 de diferenciacdo (Figura 3.3).
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Figura 3.3- Esquema exemplificativo do método de formag&o de EB utilizando a
técnica de HD, para posterior recolha dos mesmos ao dia 2 e 3 de diferenciacao
(adaptado de Lee e Han, 2010).

3.4.  Anélise de expressao transcricional

No decorrer da diferenciagdo cardiaca, ha uma série de cascatas de sinalizacéo
que estdo ativas. De entre 0s varios genes descritos nestes processos, selecionou-se
alguns dos mais relevantes para este estudo e procedeu-se a analise dos mesmos,
recorrendo ao PCR quantitativo de transcricdo reversa em tempo real (RT-gPCR para
Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction em Inglés). Com esta
técnica foi possivel avaliar as alteracOes a nivel da expresséo dos genes ao logo do

processo de diferenciagéo cardiaca.
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Esta analise foi efetuada as amostras das células E14T-CAGIP e E14T-CAGIP-
FLAG-Cited2, a partir das quais se prepararam os meios condicionados, e aos EB nos
dias 2 e 3 de diferenciagdo, com o intuito de identificar que forma os marcadores
cardiacos envolvidos na via do CITED2 estavam a ser expressos entre as diferentes
condicdes experimentais.

O RT-gPCR é uma técnica que permite a amplificacdo e monotorizacdo, para
detecdo e medicdo, em tempo real, de produtos gerados durante cada ciclo de PCR
atraves da acumulacdo dos mesmos, tudo isto numa Unica etapa. Para possibilitar esta
detecdo € necessario a introducdo de um corante fluorescente que liga ao DNA,
SYBRGreen, um aparelho para monitorizar a amplificagdo em tempo real e um software
apropriado para a analise quantitativa. (Heid et al., 1996; Saunders, 2004; Bustin e
Mueller, 2005).

O SYBRGreen intercala nas cadeias duplas de DNA amplificado (Figura 3.) durante
os ciclo de PCR, a quantidade de cadeias duplas produzidas a cada ciclo ird aumentar
exponencialmente, e por isso mais SYBRGreen se ird ligar e emitir fluorescéncia, a 520
nm. (Velden et al., 2003; Bustin e Mueller, 2005). Para avaliar a especificidade dos
produtos de PCR pode ser executada uma analise com base na melting curve. Para esta
analise a temperatura € aumentada lentamente desde 40 a 95°C com monitorizacéo
continua da fluorescéncia. A fluorescéncia sera elevada a baixas temperaturas, quanto
todo o DNA é cadeia dupla, mas vai diminuir drasticamente em torno da temperatura de
fusdo dos produtos de DNA. Os produtos de PCR de diferentes comprimentos ou
sequéncias ira derreter a diferentes temperaturas e sera observado como picos distintos
ao surgir o primeiro negativo derivado da fluorescéncia vs temperatura e se apenas um
produto de PCR especifico for formado, apenas um dnico pico é visivel. (Velden et al.,
2003).

Fase de annealing Fase de extensio (I) Fase de extensio (II) Fim do ciclo de PCR
o, ° N ¢ o
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Figura 3.4 - Principio da técnica de RT-gPCR utilizando o SYBRGreen.

A fluorescéncia é aumentada com a ligacdo do fluor6foro ao DNA de cadeia dupla. Durante a
fase de extensdo mais SYBRGreen se ird ligar ao produto de PCR, resultando num aumento da
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fluorescéncia. Consequentemente, durante cada ciclo de PCR mais sinal fluorescente seréa
detetado (Adaptado de Velden et al., 2003).

Durante os 15 primeiros ciclos de PCR, uma fluorescéncia especifica ird
determinar um patamar, o baseline, este limiar corresponde & detecdo do primeiro
produto de amplificacdo do PCR e é usado para calcular o limiar do ciclo (Ct), ou
ponto de passagem de cada amostra, ou seja, o ciclo de PCR em que a fluorescéncia
excede a linha do limiar (Figura 3.4). O valor do Ct é diretamente proporcional a
quantidade de sequéncia alvo presente na amostra, sendo possivel, com a elaboracao
de uma curva padréo para o valor do Ct (Figura 3.5), calcular a quantidade de
sequéncia numa amostra (Heid et al., 1996; Velden et al., 2003; Bustin e Mueller, 2005)
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Figura 3.5 Graficos de amplificagdo com a curva exponencial de um produto de PCR detetado,
em que o valor de CT corresponde ao valor onde a curva se sobrepdem ao limiar, chamado de
threshold line (Adaptado de Real-Time PCR Applications Guide, 2006).

Ao contrério de outros métodos de PCR, este ndo exige o tratamento das amostras
apos amplificacdo, aumentando o rendimento dos ensaios e é também uma técnica
altamente precisa em comparagdo com a analise de tamanho em géis. Outra vantagem é
a pouca variacdo entre ensaios, 0 que contribui para resultados confiaveis e
reprodutiveis. Tratando-se de uma técnica baseada em fluorescéncia contém a

capacidade quantitativa em ensaios de PCR, em vez de um ensaio qualitativo (Heid et
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al., 1996; Saunders, 2004; Bustin e Mueller, 2005).
A preparacdo das amostras para analise dos niveis de transcri¢do dos diferentes
genes, nas diferentes condigdes experimentais inclui a extracdo de RNA total seguido da

sintese de DNA complementar.

3.4.1. Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA total tripsinizou-se as células em cultura para que estas se
destacassem da placa. Em seguida a tripsina foi inativada com a adi¢do de meio de
cultura (GMEM + SUP+10% FBS) e a suspensao celular foi transferida para um falcon.
Centrifugou-se as amostras a 800 rpm durante 4 minutos. Descartou-se o sobrenadante
e ressuspendeu-se os pellets em PBS 1X. A suspenséo foi transferida para eppendorfs e
centrifugada. Removeu-se o0 sobrenadante e as amostras foram conservadas a -80°C até
posterior utilizagdo.

A cada amostra adicionou-se 1mL de TRI REAGENT (SIGMA) ressuspendendo o
pellet. Incubou-se a temperatura ambiente por 5 minutos seguido da adi¢do de 0,2
volumes de cloroférmio. Agitou-se vigorosamente por inversdo, seguindo de nova
incubacdo a temperatura ambiente durante 5 minutos. Centrifugou-se a 15000 rpm,
durante 10 minutos a 4°C. Recolheu-se a fase aquosa para um novo tubo e adicionou-
se 0,5 volumes de isopropanol gelado (-20°C), agitou-se vigorosamente por inversao e
incubou-se a -20°C. Terminada a incubacéo, centrifugou-se as amostras a 15000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Descartou-se 0 sobrenadante e procedeu-se a dois passos de
lavagem com EtOH a 70% gelado (-20°C). Secou-se o pellet, ressuspendeu-se na
quantidade apropriada de agua miliQ e procedeu-se a quantificacdo das amostras

utilizando o Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo Scientific).

3.4.2. Limpeza de RNA contaminado com fenol

Durante a extracdo de RNA utilizou-se o reagente TRI, composto por uma
mistura de tiocianato de guanidina e fenol. Quando necessario as amostras contaminadas
com fenol foram limpas.

Procedeu-se a limpeza adicionando 1 volume de cloroférmio, agitando por
inversdo cerca de 5 minutos, seguida de centrifugacdo a 10.000g durante 4 minutos a
4°C. Recolheu-se a fase aquosa para um novo eppendorf, descartando a fase organica. A
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este novo eppendorf adicionou-se 3 volumes de EtOH 70% a -20°C, 1/10 volumes de
3M NA-Acetato a pH 4.8 e colocou-se a -20°C para incubar durante a noite. Centrifugou-
se novamente a 10.000g durante 45 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e
adicionou-se 1mL de EtOH 70% para lavar o pellet, centrifugou-se a 10.000g por 20
minutos, descartou-se o sobrenadante e secou-se o pellet. Por fim dissolveu-se 0 RNA
no volume apropriado de agua miliQ e quantificou-se no Nanodrop 2000c
spectrophotometer (Thermo Scientific).

3.4.3. Sintese de DNA complementar

Para sintese de cDNA utilizou-se o kit e o protocolo experimental Maxima First
Strand cDNA Synthesis for RT-gPCR da Thermo Scientific no termociclador C1000™
Themal Cycler (Bio-Rad). Para esta reacdo adicionou-se 4ul de 5X Reaction Mix, 2ul
de Maxima Enzyme Mix, 1ug de RNA e perfez-se o volume, num total de 20ul, com
agua nuclease-free. Seguidamente, incubou-se a reacdo no termociclador a 25°C
durante 10 minutos, seguido de 15 minutos a 50°C e terminou-se a reacdo a 85°C
durante 5 minutos. Finda a sintese de cDNA, as amostras foram diluidas de 1:5 e

armazenadas a -20°C, para posteriormente serem utilizadas para o RT-qPCR.

3.4.4. RT-gPCR

No RT-qPCR o corante fluorescente utilizado foi o SsoFast™ EvaGreen® Supermix
(Bio-rad) (2x), que é composto por um buffer de reagdo a 2x com dNTPs, polimerase
Sso7d-fusion, MgCl,, corante EvaGreen e estabilizadores.

O mix reacional foi preparado adicionando SsoFast™ EvaGreen® Supermix 1x,
0.2uM de primer forward e reverse para 0s respetivos genes de interesse e perfazer o
volume final com agua miliQ, nas quantidades calculadas consoante o numero de
amostras analisadas por set experimental.

Adicionou-se 19 uL de mix aos pocos da placa de PCR da Thermo Scientific e
1uL de cDNA, previamente diluido. A reagdo de PCR decorreu no C1000™ Themal
Cycler (Bio-Rad) associada a CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad) utilizando o
programa CFX Manager™ Software (Bio-Rad). O programa de amplificacdo iniciou-se

com 5 minutos a 95°C, correspondendo a fase de desnaturacdo, seguido de 1 segundo a
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95°C e 35 segundos a 65°C durante 39 ciclos, correspondente a fase de annealing dos
primers e extensdo. Seguidamente, manteve-se a temperatura a 68°C durante 5 segundos
e por ultimo, 5 minutos a 95°C, passo de extensdo final. A reacdo terminou a 37°C durante
30 minutos.

A lista de primers utilizados para RT-gPCR encontra-se abaixo na Tabela 3.1. Os

niveis de expressdo foram normalizados com Gapdh.
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Tabela 3.1 Lista dos primers especificos de cada gene de interesse e temperatura de annealing para RT-gPCR. *Temperatura

de annealing.
Gene Forward 5°-3’ Reverse 5°-3° oCc*
BMP 4 TTCCTGGTAACCGAATGCTGA CCTGAATCTCGGCGACTTTTT 65
Cerl CTCTGGGGAAGGCAGACCTAT CCACAAACAGATCCGGCTT 65
CITED2 | CGCATCATCACCAGCAGCAG CGCTCGTGGCATTCATGTTG 65
Dkk1 CTGAAGATGAGGAGTGCGGCTC GGCTGTGGTCAGAGGGCATG 65
FGF 8 CCAGCCCCAAACTACCCCGAGGAG CGCGCAGACCCAGCCCAGGAT 65
FGF 10 CAGCGGGACCAAGAATGAAG TGACGGCAACAACTCCGATTT 65
GAPDH TCCCACTCTTCCACCTTCGATGC GGGTCTGGGATGGAAATTGTGAGG 65
Nodal TGGCGTACATGTTGAGCCTCT TGAAAGTCCAGTTCTGTCCGG 65
Wnt 3 ACCTGGAGAAGGCTGGAAGT CTTGTCCTTGAGGAAGTCGC 65
Wnt 3a TGGCTCCTCTCGGATACCTC AAAGCTACTCCAGCGGAGGC 65
Wnt 5a CAAATAGGCAGCCGAGAGAC TCTAGCGTCCACGAACTCCT 65
Wnt 5b AGATAGGTAGCCGAGAGACTGC GGTAGCCGTACTCCACGTTG 65
Whnt 11 GCTCCATCCGCACCTGTT CGCTCCACCACTCTGTCC 65
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3.5.  Andlise Estatistica

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas utilizando o programa
Microsoft Excel 2013.

A significancia estatistica foi determinada através do teste t student de duas caudas,
assumindo variancia desigual. VValores de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4, Resultados

4.1. O meio condicionado de células que sobre expressam CITED2 reverte

defeitos de diferenciacdo cardiaca causados pela falta de Cited?2

Como mencionado anteriormente, varios fatores secretados e moduladores de
vias de sinalizacdo que tém um papel chave na cardiogénese a partir de ESC, tais como,
Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wntl1l, Dkkl, Cerl, FGF8, FGF10 e Nodal, em que a
delecdo de um destes genes resultam em anomalias na diferenciacéo cardiaca de ESC,
tendo-se verificado o mesmo tipo de alteragdes com a delecdo de Cited2 (Frank et al.,
2002; Pandur et al., 2002; Jiao et al., 2003; Schier, 2003; Foley e Mercola, 2005; llagan
et al., 2006; Marguerie et al., 2006; Klaus, et al., 2007; Palpant et al., 2007; Ueno et
al., 2007; Noseda et al., 2011; Cai et al., 2013).

Por outro lado, no laboratério foi demonstrado que a sobre expressdo transitoria
de CITED2 nas ESC indiferenciadas promove a cardiogénese e aumenta o numero de
cardiomidcitos maduros 10 dias ap6s o inicio da diferenciacdo (Pacheco-Leyva —
manuscrito em preparacdo). Para averiguar se moléculas secretadas pelas células sobre
expressando CITED2 podem reverter os defeitos de diferenciacdo observados nas células
com expressdo de Cited2 depletada, procedeu-se a diferenciacdo de células ESC
C2"M[Cre]B durante 48 horas, em meio condicionado proveniente de células E14/T
expressando um vetor controlo (meio Ctr) ou um vetor expressando flag-CITED2 (meio
FC2). As células C2""[Cre]B foram simultaneamente tratadas com 4-hidroxi-tamoxifen
(4HT) para estabelecer o knockout de Cited2 ou etanol como controlo (EtOH). Apés 48
horas em gotas em suspensao as celulas foram diferenciadas em meio de diferenciacdo
normal (ndo condicionado) e sem tratamento com 4HT ou Etanol. Para a contagem de EB
e focos de contragdo foram elaborados cinco replicados das quatro condigOes

experimentais.

Nas condi¢bes controlo (Ctr) utilizadas para diferenciacdo das ESC
c2"f[Cre]B, tal como ja tinha sido observado por outros membros do laboratério, o

knockout de Cited2 provoca defeitos de diferenciacdo das ESC em linhagens de células
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cardiacas, sendo o papel de Cited2 critico nas primeiras 48 horas dessa diferenciacéo.
De facto, a deplecdo de Cited2 por tratamento com 4HT nas células diferenciadas em
meio Ctr levou a uma diminuicdo do numero de EB com batimentos (Figura 4.1A) e
do nimero de foci contrateis por coldnia (Figura 4.1B) aos dias 8, 9 e 10 ap06s o inicio
da diferenciacdo. Também se observou que o meio condicionado (FC2) ndo promoveu
um aumento da diferenciacdo cardiaca das células tratadas com etanol (Figura 4.1A).
No entanto estas diferengas ndo foram significativa, com valores de p>0.05.

Relativamente as células tratadas com 4HT em meio que sobre expressa flag-
Cited2 houve um aumento da percentagem (%) EB com focos contréateis (Figura 4.1A)
bem como de focos de contracdo (Figura 4.1B) em comparacdo com as células tratadas
4HT e cultivadas em meio Ctr no inicio da diferenciacdo, este aumento atingiu valores
significativos comparativamente com os das células tratadas com etanol onde Cited?2
nédo foi depletado.

De acordo com o que foi dito acima, o meio condicionado de células que sobre
expressam CITED2 reverte defeitos de diferenciagdo cardiaca, causados pelo
knockout de Cited2 nas primeiras 48 horas, comprovando que o seu papel é critico

logo no inicio da diferenciacao.
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Figura 4.1 — Gréficos do numero de coldnias a contrair (%) e do nimero de focos de
contracdo/EB com focos de contragdo aos dias 8,9 e 10 de diferenciacéo.

(A) Grafico do numero de coldnias a contrair (%).

(B) Grafico do numero de focos de contracao/EB com focos de contracdo. Legenda: Ctr,
refere-se ao meio condicionado controlo que ndo sobre expressa nenhuma proteina; FC2,
refere-se ao meio condicionado que sobre expressa a proteina CITED2. Os resultados sdo
apresentados com a média + erro padrdo da média de cinco replicados bioldgicos
independentes avaliados por dois observadores independentes. *p<0.05 **p<0.02.
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4.2.  Ascélulas E14/T sobre expressando flag-CITED2 expressam mais transcritos
de Fof10, Dkk1, Wnt5a e Wnt11

Tendo-se observado a recuperacdo das células knockout para Cited2 aquando da
diferenciacdo em meio FC2, quando comparadas com as células tratadas com etanol e
diferenciadas em meio Ctr, estes resultados vieram reforcar a hipdtese que a sobre
expressao de flag-CITED2 em E14/T pode induzir a expressdo de fatores que sdo
posteriormente secretados para o0 meio de cultura.

Em seguida, procedeu-se a andlise da expressdo genética, em células E14T/flag-
CITED?2 indiferenciadas, dos genes, Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wntbb, Wnt11, Dkk1,
Cerl, FGF8, FGF10, Nodal, e Cited2, que foram descritos como estando provavelmente
sob influéncia de Cited2 e envolvidos na formacdo e diferenciacdo cardiaca, como ja

descrito anteriormente.

A expressdo transcricional dos genes Bmp4, Cerl, Fgf8, Nodal, Wnt3, Wnt3a e
Wnt5b, ndo foi alterada de forma significativa em ESC E14T/flag-CITED2 comparando
com as células controlo (Figura 4.2). Por outro lado, é de notar que os niveis de
transcricao de Dkk1, Fgfl0, Wnt5a e Wnt11 em ESC que sobre expressam flag-CITED2
aumentaram significativamente em comparacdo com a expressdo nas células controlo.
Relativamente a expressdo de Cited2 é observado um aumento significativo nas células
transfetadas com o vetor de expressdo flag-CITED2, comprovando a existéncia da
transfecdo (Figura 4.2).

Em suma, de acordo com os transcritos identificados, as células E14T/flag-CITED2
expressam de forma aumentada, os fatores de transcrigdo Fgfl0, Dkk1, Wnt5a e Wnt11

que, entre outros, aparentam promover a diferenciacao.

35



ESC E14T/flag-Cited2 e E14T/Controlo

(6]

SN

m Ctr
mFC2

Expressao Relativa
w

2

*
* * %k %k
*
(NN I'Iil'lil'lil'l'll
0

Bmp4 Cerl Cited2  Dkk1l Fgf8 Fgfl0 Nodal Wnt3  Wnt3a WntSa Wnt5bh  Wntll
Genes

Figura 4.2 - Grafico da expresséo relativa de ESC E14T/flag-Cited2 e E14T/Controlo. Expressao relativa de Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wntba, Wnt5b, Wnt11, Dkk1,
Cerl, Fgf8, Fgf10, Nodal e Cited2 normalizados com Gapdh e determinados por RT-gPCR em células indiferenciadas (D0). ESC E14/T transfetadas com um
plasmideo que expressa de forma constitutiva os vetores flag-CITED2 e controlo. Os resultados sao apresentados com a média + erro padrdo da média de quatro
replicados bioldgicos independentes. Legenda: Ctr, refere-se as células controlo que ndo sobre expressa nenhuma proteina; FC2, refere-se as células que sobre
expressa a proteina CITED2. *p<0.05 **p<0.003
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fl/fl
4.3. As células C2 [Cre]B diferenciadas em meio condicionado com sobre

expressdo de CITED2 apresentam uma expressdo transcriocinal ndo

correspondente a hipotese testada

Como mostrado na seccéo anterior, a transfecdo com flag-CITED2 leva a alteracfes
na expressdo de genes nas células E14/T. Tomando em consideracdo os efeitos que,
fatores secretados por estas células tiveram na diferenciacdo, procedeu-se & analise de
expressao transcricional dos genes Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wntl11, Dkk1,
Cerl, FGF8, FGF10, Nodal, e Cited2 em células C2""[Cre]B diferenciadas, uma vez
que, como ja referido, foram previamente descritos como estando provavelmente sob
influéncia de Cited2 e envolvidos na formacéo e diferenciacdo cardiaca (Sahara et al.,
2015).

Para anélise de expressdo de genes foi realizada a técnica de RT-gPCR em trés
replicados para as células C2"M[Cre]B, cultivadas nos meios condicionados, flag-Cited2
e controlo, em condigdes de com e sem knockout, nas primeiras 48 horas e os EB foram
recolhidos para analise ao D2 e D3 de diferenciacéo.

De acordo com os resultados obtidos (Figuras 4.3 e 4.4), ndo houve knockout de
Cited2 nas células C2"[Cre]B, por isso a expressdo destes genes ndo é relevante para o
que queriamos demonstrar.

Ao D2 (Figura 4.3) e ao D3 (Figura 4.4) de diferenciacdo, a expressao transcricional
dos genes analisados, apresentarem algumas diferencas significativas, no entanto, estas

diferencas provavelmente deve-se a variagcdes existentes nas préprias células.
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Figura 4.3 - Gréfico da expressdo dos EB ao dia dois (D2) de diferenciacdo. Expresséo relativa de Bmp4, Cerl, Cited2, Dkk1, Fgf8, Fgf10, Nodal, Wnt3,

Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b e Wnt11 normalizados com Gapdh e determinados por RT-gPCR em ESC c2fifl [Cre]B diferenciadas em meio condicionado flag-
CITED2 e controlo e na auséncia ou presenca de 4HT. Os resultados sdo apresentados com a média + erro padrao da média de trés replicados biol6gicos
independentes. Legenda: Ctr, refere-se ao meio condicionado controlo que ndo sobre expressa nenhuma proteina; FC2, refere-se ao meio condicionado
que sobre expressa a proteina CITED2. *p<0.05 **p<0.005 , relativamente ao meio Ctr+EtOH.
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Figura 4.4 - Grafico da expressdo dos EB ao dia 3 (D3) de diferenciagdo. Expressdo relativa de Bmp4, Cerl, Cited2, Dkk1, Fgf8, Fgfl0, Nodal, Wnt3, Wnt3a,

Wnt5a, Wnt5b e Wntl11 normalizados com Gapdh e determinados por RT-qgPCR em ESC C2ﬂ/f|[Cre]B diferenciadas em meio condicionado flag-CITED2 e
controlo e na auséncia ou presenca de 4HT. Os resultados sdo apresentados com a média + erro padrdo da média de trés replicados biolégicos independentes.
Legenda: Ctr, refere-se ao meio condicionado controlo que ndo sobre expressa nenhuma proteina; FC2, refere-se ao meio condicionado que sobre expressa a
proteina CITED2. *p<0.05, relativamente ao meio Ctr+EtOH.
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5. Discussao

Cited2 é um modelador transcricional essencial para o desenvolvimento normal cardiaco.
O knockout deste gene em embrides de ratinho causa a morte do embrido durante a gestagao,
decorrente de anomalias graves, nomeadamente, malformacdes cardiacas derivadas de um
estabelecimento anormal do eixo esquerda-direita (Bamforth et al., 2001 e 2004; Braganca et
al., 2003; Kranc et al., 2003).

Estudos desenvolvidos anteriormente no laboratério demonstraram que a deplecdo de
Cited2 ao dia 0 e dia 2 de diferenciacdo perturba significativamente os eventos subsequentes na
formacéo de células cardiacas. Por forma a complementar os trabalhos ja desenvolvidos pelo
grupo, avaliaram-se os efeitos que, fatores a jusante do Cited2 das vias onde esta proteina esta
envolvida teriam como forma de compensar o seu knockout em células estaminais.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a expressao e secrecdo de diversos
fatores para 0 meio condicionado preparado a partir de ESC que sobre expressam CITED2
demonstra que, nas primeiras 48 horas de diferenciacdo, hd a compensacéo da deplecdo Cited2
e a diferenciacdo cardiaca prossegue de forma semelhante as condi¢des controlo (Figura 4.2).

A sobre expressdo de Cited2 nas células E14/T foi complementada com a anélise da
expressdo transcricional, através da técnica de RT-qPCR, para os genes Bmp4 (Jiao et al., 2003;
Klaus, et al., 2007), Wnt3 (Ueno et al., 2007), Wnt3a (Palpant et al., 2007), Wnt5a (Pandur et
al., 2002; Palpant et al., 2007), Wnt5b, Wnt11 (Palpant et al., 2007; Ueno et al., 2007), Dkk1
(Foley e Mercola, 2005; Palpant et al., 2007), Cerl (Cai et al., 2013), FGF8 (Frank et al., 2002;
llagan et al., 2006) FGF10 (Marguerie et al., 2006) e Nodal (Schier, 2003; Noseda et al., 2011)
uma vez que sdo genes envolvidos na formacdo de mesoderme e diferenciagdo cardiaca e
consequentemente indicadores de diferenciacdo (Sahara et al., 2015). De entre 0s genes
analisados, observou-se que a sobre expressao de Cited2 nas células E14/T levou a um aumento
de expressao transcricional de Wnt5a, Wntl11, Fgf10 e DKkk1.

No entanto, € de ter em consideracdo que podem existir outros fatores cuja expressao

possa ter sido também afetada e que ndo foram aqui analisados.
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Relativamente aos genes com expressdo aumentada, Wntll e Wntba estes pertencem a
vias ndo canodnica da Wnt que estdo associadas a diferenciagdo cardiaca. Foi demonstrado que
Whnt5a em combinacdo com o Dkk1, um inibidor da via candnica das Wnt, inibem a via
canonica de Wnt3a, promovendo assim a cardiogénese (Kazanskaya et al., 2000; Marvin et al.,
2001; Kami et al., 2008; Noseda et al., 2011; Lian et al., 2012; Zhang et al., 2013). Referente
ao Wntll, foi demonstrado que desempenha um papel importante na organizagédo de
cardiomidcitos essencial ao desenvolvimento do miocéardio ventricular (Nagy et al., 2010).

O gene Fgf10 pertence ao grupo de genes que codificam para proteinas de fatores de
crescimento de fibroblastos e que sdo essenciais na inducdo de fatores de transcri¢do cardiaca
e diferenciacdo de cardiomidcitos em vertebrados (Schultheiss et al., 1997; Schlange et al.,
2000, Kami et al., 2008). Este gene, juntamente com Fgf8, é expresso na parte anterior de SHF
e sdo importantes para a proliferacdo celular e desenvolvimento do tronco pulmonar (Kelly et
al., 2001; Cai et al., 2003; Watanabe et al., 2010).

Como mencionado em diversos estudos, o knockout de Cited2 em embrides de ratinho
provoca, a morte do embrido durante a gestacdo, decorrente de defeitos cardiacos (Bamforth et
al., 2001 e 2004; Braganca et al., 2003; Kranc et al., 2003). De forma semelhante, ratinhos com
delecdo de Fgfl0 e Wntba, exibem igualmente defeitos cardiacos, tais como, anomalias na
septacdo ventricular e no tronco pulmonar (Marguerie et al., 2006; Nagy et al., 2010; Watanabe
etal., 2010).

Neste estudo, a expressdo transcricional de Nodal ndo é significativa nas E14T/flag-
CITED2 indiferenciadas em comparacao com as células controlo, no entanto, de acordo com a
literatura, este gene é importante para o estabelecimento do eixo esquerda-direita (Bamforth et
al., 2004). Ratinhos com knockout de Cited2 apresentam expressdo de Nodal no né primitivo,
mas nao na placa lateral esquerda da mesoderme, onde este é necessario para o estabelecimento
correto do eixo esquerda-direita e desenvolvimento cardiovascular (Bamforth et al., 2004).
Uma hipétese para ndo terem sido observadas diferengas significativas na expressdo de Nodal
neste estudo, ao contrario do descrito noutros estudos, podera dever-se ao facto de que a analise
é realizada em células indiferenciadas (DO) e os dados existentes sdo referentes a embrides ao
dia 8.5 (Bamforth et al., 2004).

Em relagdo as células C2"M[Cre]B, tal como nas células E14T/flag-CITED2, os

resultados da diferenciacdo cardiaca foram complementados por anélise dos transcritos dos
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genes Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wntl1, Dkkl1, Cerl, FGF8, FGF10 e Nodal. No
entanto, as expressdes transcricionais existentes na sua grande maioria ndo séo significativas
de um ponto de vista estatistico e, aparentemente, a expressao de Cited2 indica que ndo houve
knockout do gene, por isso a expressao destes genes em células C2"M[Cre]B diferenciadas nio
é relevante para o que queriamos demonstrar.

No laboratorio ja foi efetuado uma cinética da expressao de Cited2 aos dias 0, 2, 3,5 e
12 de diferenciacdo em ESC C2"[Cre]B com e sem adi¢do de 4HT no dia zero (DO) de
diferenciacéo, durante 48 horas, onde foi concluido que os dias com menor expressao de Cited2
séo 0 D2 e D3 de diferenciagéo (Pacheco-Leyva et al. — manuscrito em preparagdo), podendo
ser essa uma a razdo do knockout destas mesmas células em meios condicionados aparentar ter

niveis baixos de expressdo e sem variacdes significativas do ponto de vista estatistico.

Este estudo foi realizado em ESC de ratinho devido a sua analogia com Cited2 em
humanos. Cited2 apresenta fun¢Bes conservadas entre mamiferos placentarios, com 95% de
identidade entre humanos e ratinhos, possui trés regides conservadas entre membros da familia
Cited, bem como uma juncao rica em serina-glicina (SRJ para Serine-glycine Rich Junction em
Inglés) caracteristica do Cited2 e foi demonstrado que é possivel substituir em ratinhos a
sequéncia que codifica Cited2, por uma sequéncia de Cited2 humana, 0 que ndo originou
anomalias morfoldgicas nos ratinhos (Shioda, et al., 1996; Bhattacharya et al., 1999; Chen, et
al., 2012).
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6. Conclusoes

Através dos dados recolhidos das contagens de focos contrateis podemos concluir que,
existem fatores secretados no meio condicionado elaborado a partir de células que sobre
expressam flag-CITED2, as E14T/flag-CITED2, que promovem a diferenciacdo cardiaca, e que

este meio é capaz de reverter os defeitos de diferenciacdo causados pelo knockout de Cited?2.

Relativamente a analise quantitativa de transcritos, referente as ESC E14T/flag-
CITED2, os resultados suportam a nocdo de que Cited2 estd envolvido na diferenciacéo
cardiaca de ESC, induzindo a sua especificacdo nas células indiferenciadas por mediacdo da
expressao de genes de transcricdo cardiaca e fatores secretados, como Dkk1, Fgfl0, Wnt5a e
Whntll.

No que respeita as células C27M[Cre]B diferenciadas, os dados obtidos indicam que no

houve knockout de Cited2, e por conseguinte a expressdo destes genes nao é relevante para o

que se pretendia demonstrar, ndo sendo possivel retirar conclusdes.
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7. Perspetivas Futuras

Para seguir a linha de investigacdo inicial, era interessante observar-se os efeitos de
diferenciacdo mantendo o meio de células que sobre expressam flag-CITED2 até aos dias 5 e
12 de diferenciacdo em ESC C2"[Cre]B com knockout de Cited2, em vez das primeiras 48
horas, uma vez que ja foi identificado através de uma cinética da expressao de Cited2 em ESC
c2"M[Cre]B, com e sem adigdo de 4HT ao DO, durante 48 horas, que os dias com maior
expressao eram os D5 e D12. Novamente analisando posteriormente a expressao transcricional
de Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wntl11, Dkk1, Cerl, FGF8, FGF10 e Nodal.

Uma outra vertente que se poderia investigar seria demonstrar que os fatores
identificados neste estudo, Dkk1, Fgfl0, Wnt5a e Wntll, estdo a promover a diferenciagéo
cardiaca, relativamente a outros, que possam estar presentes no meio condicionado de
E14T/flag-CITEDZ2, que podem igualmente contribuir para promover a diferenciacdo cardiaca
e que ndo foram identificados. Para isso poderia, por exemplo, elaborar um meio de cultura em
que esses fatores (Fgf10, Wnt5a, Wntl11, Dkk1) fossem os Unicos presentes no meio utilizado
para diferenciar ESC C2"M[Cre]B, com knockout de Cited2, ou até, se possivel, utilizar o meio
condicionado elaborado de E14T/flag-CITED2 na diferenciacdo de ESC C2"[Cre]B, com ou
sem knockout, e adicionar inibidores dos recetores para os genes de interesse (Fgfl0, Wntba,
Whntll, Dkk1) ou entdo anticorpos para cada gene e observar as alteragcdes na diferenciacgéo,
identificando qual, o quais os fatores, Fgfl0, Wnt5a, Wntll ou Dkk1 estdo a promover a
diferenciacdo cardiaca revertendo os defeitos de diferenciacdo causados pelo knockout de
Cited2.

Também € possivel seguir uma abordagem em larga escala e identificar os fatores
secreteados para 0 meio condicionado elaborado de células E14T/flag-CITED2, utilizando
técnicas de Protedmica, como por exemplo, elaborar um gel SDS-PAGE 2D para separar as
proteinas, seguido de andlise por espectrometria de massa, permitindo assim a identificacao das

proteinas/fatores presentes no meio condicionado de células que sobre expressam flag-CITED2.
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