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RESUMO

Crestani TA. O estimulo elétrico aplicado durante a diferenciacdo das hiPSCs
direciona os hiPSC-CMs a células do tipo de conducdo cardiaca maduras [tese]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2020.

Os cardiomidcitos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC-
CMs) se assemelham aos cardiomidcitos fetais e o estimulo elétrico (ES) tem sido
explorado para amadurecer as células diferenciadas. Aqui, levantamos a hipotese de que
o0 ES aplicado no inicio do processo de diferenciacdo desencadeia tanto a diferenciagédo
dos hiPSC-CMs em um fendtipo especializado do sistema de condugdo (CS) quanto a
maturacdo celular. Aplicamos o ES por 15 dias a partir do dia O do processo de
diferenciacdo e encontramos um aumento da expressdo de fatores de transcricdo e
proteinas associadas ao desenvolvimento e funcdo do CS, incluindo IRX3 e NKX2.5 e
SCN5A, Hcn4 e contactina 2, respectivamente. Também encontramos ativacdo de
proteinas de disco intercalares (Nrap e¢ B-catenina). Detectamos a maturacdo de CMs
induzida por ES, conforme indicada pelo aumento da expressdo de TNNI1 e TNNI3.
Micrografias confocais mostraram uma mudanca em direcdo a expressao da proteina
das juncdes gap, conexina 40, nos hiPSC-CMs com ES em comparacdo com a
expressdo mais dominante da conexina 43 nos controles. Finalmente, a analise dos
parametros funcionais revelou que os hiPSC-CMs com ES exibiram transientes
intracelulares de Ca?" mais longos, despolarizacio do potencial de acdo (AP) mais
rapida e duracdo mais lenta do AP em 90% da repolarizacdo, assemelhando-se com as
fibras de conducdo rapida. Em conjunto, fornecemos evidéncias de que o ES aplicado
durante a diferenciacdo das hiPSCs em cardiomidcitos leva ao desenvolvimento de
células do tipo de conducdo cardiaca com citoarquitetura mais madura. Assim, 0s
hiPSC-CMs expostos ao ES durante a diferenciacdo podem ser cruciais para 0
desenvolvimento de células do CS para modelagem de doencas cardiacas, triagem de
medicamentos individuais em uma plataforma do tipo medicamento de preciséo e apoiar
o0 desenvolvimento de novas terapias para arritmias.

Descritores: Células-tronco pluripotentes induzidas; Eletrochoque; Midcitos cardiacos;
Diferenciacdo celular; Sistema de conducgdo cardiaco; Arritmias cardiacas; Técnicas
eletrofisiologicas cardiacas.



ABSTRACT

Crestani TA. Electrical stimulation applied during hiPSC differentiation drives the
hiPSC-CMs towards a mature cardiac conduction-like cells [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdao Paulo”; 2020.

Human induced pluripotent stem cell derived cardiomyocytes (hiPSC-CMs) resemble
fetal cardiomyocytes and electrical stimulation (ES) has been explored to mature the
differentiated cells. Here, we hypothesize that ES applied at the beginning of the
differentiation process, triggers both differentiation of the hiPSC-CMs into a specialized
conduction system (CS) phenotype and cell maturation. We applied ES for 15 days
starting on day O of the differentiation process and found an increased expression of
transcription factors and proteins associated with the development and function of CS
including IRX3, NKX2.5 and contactin 2, Hcnd and SCN5SA, respectively. We also found
activation of intercalated disc proteins (Nrap and B-catenin). We detected ES-induced
CM maturation as indicated by increased TNNI1 and TNNI3 expression. Confocal
micrographs showed a shift towards expression of the gap junction protein connexin 40
in ES hiPSC-CMs compared to the more dominant expression of connexin 43 in
controls. Finally, analysis of functional parameters revealed that ES hiPSC-CMs
exhibited faster action potential (AP) depolarization, longer intracellular Ca%* transients,
and slower AP duration at 90% of repolarization, resembling fast conducting fibers.
Altogether, we provided evidence that ES during the differentiation of hiPSCs to
cardiomyocytes lead to development of cardiac conduction-like cells with more mature
cytoarchitecture. Thus, hiPSC-CMs exposed to ES during differentiation can be
instrumental to develop CS cells for cardiac disease modelling, screening individual
drugs on a precision medicine type platform and support the development of novel
therapeutics for arrhythmias.

Descriptors: Induced pluripotent stem cells; Electroshock; Myocytes, cardiac; Cell
differentiation; Heart conduction system; Cardiac arrhythmias; Electrophysiologic
techniques, cardiac.



1. INTRODUCAO

1.1. Células-tronco pluripotentes induzidas

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglés induced pluripotent
stem cells) foram descritas pela primeira vez por Takahashi e Yamanaka em 2006 em
camundongos e, posteriormente, 0 mesmo grupo desenvolveu as iPSCs em humanos
(hiPSCs, do inglés human induced pluripotent stem cells)?. Nesta técnica, através do uso
de vetores virais, sdo superexpressos 4 fatores de transcrigdo (OCT3/4, SOX2, KLF-4 e
C-MYC) nas células somaticas para elas serem reprogramadas (desdiferenciadas) a um
estado pluripotente semelhante ao das células-tronco embrionéarias (ESCs, do inglés
embrionic stem cells) (Figura 1). Dessa forma, as hiPSCs apresentam caracteristicas de
elevada capacidade de auto renovacao e proliferacdo muito similares as ESCs, porém
possuem menos problemas éticos quanto a sua utilizagio?2.

Os fibroblastos sdo o tipo celular mais frequentemente utilizado como
precursores das hiPSCs, principalmente devido a sua ampla disponibilidade e simples
cultivo. No entanto, tendo em vista que os fibroblastos sdo comumente extraidos por
meio de biopsia de pele, tratando-se de uma abordagem minimamente invasiva, outros
tipos celulares de facil obtencdo comecaram a ser utilizados. Entre eles podemos citar as
células sanguineas, células progenitoras da urina (UPC, do inglés urine progenitor cells)
e queratindcitos a partir de fios de cabelo*®. Nesse sentido, escolhemos incialmente
nesse trabalho utilizar as UPCs para gerar as hiPSCs.

Além disso, devido ao fato que as hiPSCs podem ser obtidas do préprio paciente
e, posteriormente, serem diferenciadas em diversos tipos celulares, a sua descoberta
também possibilitou inimeras aplicagdes nas areas de modelagem de doencas e terapia

celular®® (Figura 1).
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Figura 1: Esquema do método de geracdo das hiPSCs e suas possiveis aplicacoes.
Modificado de M. Rossbach, 2010°.

1.2. Diferenciagdo das hiPSCs em cardiomidcitos

Apesar de diferentes protocolos terem sido propostos para diferenciar as hiPSCs
em cardiomidcitos (CMs), todos eles ocorrem de um modo similar aos eventos do
desenvolvimento embrionario. Existem trés fases principais da diferenciacdo dos
cardiomidcitos in vitro: inducdo / diferenciacdo da mesoderme cardiaca, especificacdo e
proliferacdo das celulas progenitoras cardiacas e diferenciacdo destas células em CMs
maduros’®. Assim, incialmente, as células pluripotentes passam por uma ativagio da
via de sinalizacdo da Whnt, por meio da inibicdo da via glicogénio sintase quinase 3,
dando origem a mesendoderme. Nessa etapa do processo, as células sdo suscetiveis a se
tornarem tecidos endodermicos ou mesodérmicos, dependendo do tempo de acdo e

concentragdo da molécula utilizada para a ativacio desta via”%t, Apos a formacéo da
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mesoderme, ocorre a especificacdo cardiaca através da inativacdo da via da Wnt. Nessa
etapa, acontece a clivagem e fosforilagdo do complexo de B-catenina no citoplasma.
Uma vez livre no citoplasma, ela migra para o ndcleo, ativando a expressao de fatores
de transcricio que levardo para a especificacdo cardiaca'?>. Durante o processo de
formacédo das células progenitoras cardiacas, hd um aumento progressivo da expressao
de alguns reguladores do desenvolvimento cardiaco (como GATA4, MEF2C, ISL1 e
NKX2.5). Apds 15-20 dias do inicio da diferenciacdo, estas células ja& comegcam a
expressar algumas proteinas cardiacas (como a Troponina | (Tnni3) e Troponina T

(Tnnt2)) que aumentam progressivamente conforme o amadurecimento dos CMs™

(Figura 2).
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Figura 2: Etapas da diferenciacdo das hiPSCs em CMs. As moléculas e vias de
sinalizagdo estdo indicadas nos retangulos amarelos. Os fatores de transcricdo (dentro
das células) expressos por cada tipo de célula e os genes / proteinas estruturais
expr%ssos pelos CMs também s&o indicados. Modificado de Doyle e colaboradores,
2015°.

Dessa forma, as hiPSCs transformaram a abordagem para estudar o
desenvolvimento do coracdo e das doencas cardiacas, pois permitiram, pela primeira

vez, 0 uso de células humanas de pacientes para modelar esses processos in vitro®*3,



Além disso, os cardiomidcitos derivados das hiPSCs (hiPSC-CMs) oferecem uma nova
alternativa para o desenvolvimento de novas terapias baseadas em células para substituir
0 tecido cardiaco danificado®!4. Até o momento, os estudos de modelagem
demonstraram que é possivel recriar os aspectos das doencas cardiovasculares in vitro
utilizando células “paciente-especificas”, enquanto a terapia com hiPSC-CMs mostrou
que essas células podem reparar 0 musculo cardiaco de regides infartadas em modelos
animais®>1°.

No entanto, a imaturidade dos hiPSC-CMs gerados limita suas possiveis
aplicacdes para regeneracdo cardiaca e modelagem de doencas, pois independente do
protocolo de diferenciacdo cardiaca, os hiPSC-CMs obtidos possuem expressdo génica,
propriedades estruturais e funcionais mais semelhantes ao fenétipo de CMs fetais do
que com a dos CMs adultos!3!’. A grande preocupacdo com o uso dos hiPSC-CMs com
fendtipo relativamente imaturo sdo as diferencas significativas nas suas propriedades
contréacteis quando comparado com CMs adultos. Apesar dos hiPSC-CMs expressarem
todos os canais de ions naturalmente encontrados no tecido cardiaco adulto, estas
células apresentam menor volume e exibem potenciais de acdo e correntes de célcio
inferiores aos encontrados em CMs adultos'®!8, Além disso, as forcas de contracéo
geradas pelos hiPSC-CMs sdo aproximadamente 10 a 100 vezes menores que as dos
CMs adultos?®.

Em recente trabalho onde foi avaliado a injecdo de hiPSC-CMs no dia 20 da
diferenciacdo em modelo animal pds-infarto, foi observado que estas células enxertadas
foram capazes de proliferar, maturar no tecido e melhorar a fungdo contratil do
miocardio. No entanto, os animais desenvolveram arritmia severa apos a injecdo dos

hiPSC-CMs?,



Além disso, a diferenciagdo das hiPSCs em CMs resulta em muitos tipos de
CMs: atriais ventriculares, nodais e de condugio'*?!, Embora evidéncias preliminares
indiquem que os hiPSC-CMs podem enxertar e melhorar a funcdo cardiaca, essa
resposta é acompanhada de arritmia, que pode ser uma condi¢cdo com risco de vida. A
arritmia pode ser explicada pelo fraco acoplamento entre as células ou excessivo
namero de CMs condutores especializados, indicando que precisamos entender melhor
0 processo que direciona a maturacdo das células cardiacas a tecidos condutores
especializados ou a cardiomidcitos de trabalho.

Nesse sentido, Lee e colaboradores investigaram o desenvolvimento de
linhagens atriais e ventriculares a partir das hiPSCs e mostraram que a sinalizacdo de
acido retindico no estagio de desenvolvimento da mesoderme é necesséria para essa
especificacdo®?. Esses achados fornecem importantes evidéncias que o direcionamento
da diferenciacdo, onde posteriormente resultard nos diferentes tipos de CMs é
dependente da inducdo da diferenciacdo na sua etapa inicial, quando ha a formacdo do
mesoderme.

Atualmente, varias abordagens, tanto quimicas quanto fisicas, tém sido
estudadas para desenvolver a maturacdo dos hiPSC-CMs e direcionar a sua
diferenciacdo. Entre elas decidimos focar no estimulo elétrico (ES, do inglés electrical

stimulation)?3.

1.3. A'influéncia do estimulo elétrico na diferenciacdo e maturagdo dos hiPSC-CMs
Durante o desenvolvimento, o coragdo é extremamente sensivel ao seu

ambiente embrionario como, por exemplo, matriz extracelular, fatores sollveis, sinais

mecanicos e elétricos. Dessa forma, o ES é essencial para o seu processo de

diferenciagio e esta relacionado com o comprometimento da linhagem cardiaca®*?° .



Portanto, visando mimetizar o que acontece na embriogénese, o ES tem sido utilizado
para aumentar a eficiéncia da diferenciagio cardiaca de hiPSC-CMs?-%,

Em um estudo onde os hiPSC-CMs foram submetidos a 7 dias de ES (do dia 7
ao dia 14 da diferenciagdo), os autores mostraram que estas células exibiram
propriedades compativeis com a maturagdo dos cardiomiocitos. Entre as principais
alteracbes encontradas nos hiPSC-CMs com ES podemos citar maior &area celular,
menor taxas de proliferacdo, maior alinhamento das células e miofibrilas e aumento na
amplitude dos transientes de Ca?* comparados com os hiPSC-CMs sem estimulo?’. Em
outro estudo que também estimulou eletricamente os hiPSC-CMs por 7 dias (do dia 23
ao dia 30 da diferenciacdo), foi observado que os hiPSC-CMs com ES apresentaram
maior expressdo de conexinas e estruturas sarcomericas e adaptaram sua taxa de
batimento a frequéncia com que foram estimulados?®.

Recentemente, Ronaldson-Bouchard e colaboradores avaliaram o efeito do ES
em hiPSC-CMs estimulados por 14 dias (do dia 7 ao dia 28 da diferenciacdo). Os
resultados mostraram que estas células apresentaram caracteristicas semelhantes aos
CMs adultos em relacdo ao seu perfil de expressdo génica, ultraestrutura (aumento no
tamanho celular e dos sarcomeros, maior organizacao dos filamentos de a-actinina e
densidade de mitocondrias e presenca de tubulos transversais). Ainda, 0 metabolismo
oxidativo, a relacdo positiva forca-frequéncia e os parametros funcionais de célcio dos
hiPSC-CMs estimulados foram semelhantes com aqueles encontrados em CMs
adultos®.

O ES tem sido amplamente utilizado para melhorar a matura¢do dos hiPSC-
CMs. Porém, sdo raros os trabalhos que avaliam o efeito do ES no inicio da
diferenciacdo (dia 0) das hiPSCs em CMs. Em um estudo onde as hiPSCs foram

submetidas a 30 dias de ES, a partir do dia O da diferenciacdo, os resultados obtidos



mostraram que o ES aumentou a frequéncia das contragdes espontaneas dos hiPSC-
CMs. Além disso, estas células apresentaram aumento na expressdao de genes
progenitores cardiacos (como NKX2.5 e GATA4) quando foram eletricamente
estimuladas?®

Apesar do ES ter sido usado com sucesso como uma abordagem para
desenvolver a maturagdo dos hiPSC-CMs, esses estudos ndo avaliaram qual tipo de
populacdo dessas células foi gerada?®3°. Além disso, como a capacidade de gerar tipos
especificos de hiPSC-CMs depende de estimulos na etapa de desenvolvimento da
mesoderme, sugerimos que o ES deva ser iniciado antes, durante o periodo inicial da
diferenciacdo das hiPSCs, onde estas células ainda possuem alta plasticidade e ndo estéo
comprometida com nenhuma linhagem celular especifica. O uso de popula¢des mistas
(atrial, ventricular e de conducao) é problematico, pois os diferentes subtipos celulares
podem influenciar facilmente os resultados da doenca in vitro e alterar o comportamento
dos enxertos cardiovasculares in vivo??. Dessa forma, para ser possivel estudar e tratar
doencas que afetam regides especificas do coracdo, é essencial desenvolver estratégias
de diferenciacdo que promovam a geracdo de cada um desses tipos de cardiomidcitos.

Por isso, neste estudo, queriamos usar 0 ES antes que a diferenciacdo fosse
alcancada para direcionar o processo de diferenciacdo celular preferencialmente para

um subtipo especifico de célula, bem como para um fen6tipo mais maduro.

1.4. Sistema de conducéo ventricular

Vérios fatores de transcricdo sdo necessarios para estabelecer a cardiogénese e

a linhagem cardiaca a partir de células-tronco pluripotentes. Por exemplo, IRX3,

NKX2.5 e TBX5 interagem em um complexo transcricional necessario para 0



desenvolvimento e func¢des apropriadas do sistema de conducdo ventricular (VCS, do
inglés ventricular conduction system). Como pode ser observado na figura 3, esses
fatores atuam de forma conjunta na regulacdo do programa génico de condugdo e na
indugdo da expressdo de conexina 40 e inibigdo de conexina 43, respectivamente

enriquecidas no VCS e nos CMs ventriculares (de trabalho)3'3? (Figura 3).
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Figura 3: Modelo esquematico do fator de transcricdo Irx3 interagindo com o

Nkx2.5 e Thx5 no desenvolvimento e maturacédo do VCS. Cx40: conexina 40; Cx43:
conexina 43. Kim e colaboradores, 20163,

A subunidade do canal de sodio Navl.5 (codificada pelo gene SCN5A)
desempenha um papel crucial para garantir que o coracdo se contraia regularmente
como um sincicio funcional. O influxo de ions de sédio através dos canais cardiacos de
sodio dependentes de voltagem é responsavel pelo aumento rapido inicial do potencial
de acdo cardiaco e pela conducido do impulso elétrico em todo o coragdo®*34. Assim
como o Navl.5, a conexina 40 (codificada pelo gene GJAS) também é fundamental para
a rapida conduc&o dos impulsos elétricos através dos ventriculos®-%, Além disso, outras
proteinas como o Hcn4 (do inglés, Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated
potassium channel 4) e contactina 2 também sdo abundantemente expressas no VCS e,
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por isso, consideradas marcadores para 0 VCS. O Hcn4 ¢ ativado gradualmente no VCS
durante o desenvolvimento fetal, enquanto a expressdo de contactina 2 é ativada em
torno do nascimento, indicando que o VCS passa por uma especializacdo e maturagéo
adicionais no periodo perinatal®**. O Hcn4 é necessario para a atividade de marcapasso
e pouco expresso no miocardio de trabalho®’28. A contactina 2 é expressa em todo o
VCS, incluindo a rede distal de fibras de conducdo rapida (células de Purkinje), e pode
estar envolvida na formacao da rede do sistema de conducao cardiaco e a excitabilidade
de suas células componentes®®. Na tabela 1 estio descritos os principais marcadores do

VCS.

Tabela 1: Principais marcadores do VCS.

Marcador Definicao

NKX2.5 Fator de transcricao

IRX3 Fator de transcricao

TBX5 Fator de transcricao

GJA5 Gene que codifica a proteina conexina 40
HCN4 Gene que codifica o canal de potassio Hcn4
SCN5A Gene que codifica o canal de s6dio Nav1.5
Contactina 2 Gene / proteina presente nas células de Purkinje

Portanto, as células encontradas no VCS sdo dedicadas a transmissédo de
impulsos elétricos através dos ventriculos, garantindo que o coracdo se contraia
regularmente como um sincicio funcional®’. Populagbes enriquecidas com esse tipo
celular sdo importantes para modelar doencas que afetam regiGes especificas do
coragdo, como fibrilagdo atrial, cardiomiopatia hipertrofica e outros defeitos cardiacos
congénitos?>*°. Por outro lado, CMs ventriculares (de trabalho), expressam proteinas

tipicas do aparelho contratil e sdo responsaveis pela forca de contracdo cardiaca®.



Nesse sentido, populacdes de células altamente enriquecidas com CMs ventriculares,
desprovidas de células marcapasso e atriais contaminantes, seriam uma populacéo
candidata ideal para o desenvolvimento de terapias baseadas em células destinadas a
remuscularizacdo da parede ventricular em pacientes que sofrem de infarto do
miocardio?**°. A eliminagdo das células ndo ventriculares pode reduzir as arritmias
observadas em modelos animais apds o transplante de populacdes mistas de hiPSC-
CMs?®. Nesse contexto, hiPSC-CMs exibindo propriedades de células do VCS seriam
uma populacdo ideal de células candidatas para modelar doengas para elucidar os
possiveis mecanismos fisiologicos relacionados a arritmia.

O controle preciso do direcionamento e desenvolvimento de determinado
subtipo celular tem implicacGes importantes para guiar o potencial uso dos hiPSC-CMs,
seja para aplicacOes terapéuticas, seja para 0 estudo de doengas cardiovasculares.
Apesar de ja ter sido mostrado que o ES influencia o processo de maturacdo dos hiPSC-
CMs, a maioria dos estudos publicados aplicaram o ES em hiPSC-CMs ja diferenciados
e 0s mecanismos moleculares envolvidos nesse processo nao estdo completamente
esclarecidos?®?. Dessa forma, ainda ndo se conhece o efeito do ES no processo de
diferenciacdo das hiPSCs em CMs, bem como os fatores que determinam a maturacéo
destas células em CMs de conducédo ou de trabalho.

Nesse contexto, 0os hiPSC-CMs que exibem propriedades das células do VCS
podem ser cruciais para modelagem de doencas para elucidar os possiveis mecanismos
fisiolégicos relacionados a arritmia, servir como plataforma de medicina de precisdo
para rastrear medicamentos para pacientes individuais e desenvolver novas terapias.
Com base nisso, testamos se o ES, aplicado nas hiPSCs no inicio do processo de
diferenciacdo, direciona os hiPSC-CMs a um fendtipo do sistema de conducdo com

caracteristicas mais maduras.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Testar a hipdtese que o ES aplicado nas hiPSCs no inicio do processo de diferenciacao
direciona os hiPSCs-CMs a um fendtipo de células especializadas em condugdo mais

maduras.

2.2. Objetivos especificos

1. Gerar cardiomiocitos a partir de hiPSCs reprogramadas de células obtidas da urina e
fibroblastos de individuos saudaveis;

2. Utilizar o ES para diferenciar as hiPSCs reprogramadas de fibrolastos em hiPSC-
CMs;

3. Caracterizar o fendtipo dos hiPSCs-CMs através de parametros moleculares e

funcionais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos éticos

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo Cientifica do
Incor/HCFMUSP e pela Comissdo de Etica e para Analise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) da Diretoria Clinica do HCFMUSP (SDC 4455/16/121) (Anexo A).

Todos os procedimentos estdo de acordo com as recomendacdes e as diretrizes
das principais sociedades especificas da area no pais e no exterior. Todos o0s
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, no qual

concordaram com a doagéo da amostra de urina para o estudo (Anexo B).

3.2. Obtencdo e cultivo das células progenitoras de urina (UPCs)

As amostras de urina foram coletadas de individuos saudaveis do ambulatorio do
Instituto do Coracdo. As UPCs foram obtidas de acordo com protocolo ja publicado
pelo nosso do laboratdrio®t. As amostras de urina foram coletadas em potes estéreis e
transferidas para tubos estéreis para centrifugacdo. Os tubos foram entéo centrifugados e
os pellets foram ressuspendidos com tampdo fosfato salino (PBS) (Thermo Fisher -
#10010023) contendo 1% de antibioticos (penicilina/estreptomicina) (Thermo Fisher -
#15140148). Um segundo passo de centrifugacdo foi realizado e o pellet foi ressuspenso
em 1ml de um meio de cultura especifico, chamado “UPC mix”. Este meio contém 50%
de meio REGM (Lonza - #CC-4127), 50% de meio DMEM, High Glucose (Thermo
Fisher - #11965092) com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Thermo Fisher -
#12657029) e 1% de antibi6ticos e suplementado com Fibroblast Growth Factor 2
(FGF2) (Thermo Fisher - #PHG0314) a 2,5ng/ml. As células obtidas foram semeadas

em um poco de placa de cultura de 24 pocos revestida com 0,1% de gelatina (Merck -
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#G1890). Somente ap6s 72h do isolamento foram iniciadas as trocas de meio. As
coldnias de UPCs foram observadas entre 3 e 10 dias apds o isolamento. As UPCs
foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO: até alcangarem confluéncia quando
foram amplificadas, através do método enziméatico com Tryple (Thermo Fisher -

#A1217701), criopreservadas e reprogramadas®.

3.3. Reprogramacao das UPCs em hiPSCs

As UPCs foram reprogramadas em hiPSCs utilizando um método ndo-
integrativo pela superexpressdo dos fatores de pluripoténcia com o uso de plasmideo
episomal conforme protocolo amplamente utilizado pelo laboratério*!. As UPCs foram
semeadas em um poc¢o de uma placa de 12 pocos revestida com Geltrex® (Thermo
Fisher - #A1413302) a 10pg/cm? com meio de cultura “UPC mix”. Ao atingirem a
confluéncia de 50 a 80%, as ceélulas foram transfectadas utilizando-se o kit de
reprogramacao Epi5 que contém 5 fatores de reprogramacdo: OCT4, SOX2, KLF4, L-
MYC, and LIN28 (Thermo Fisher - #A15960). Apds 24h do inicio de reprogramacao e
até 3° dia, o meio foi trocado diariamente com “UPC mix”. A partir do 4° dia e até o
inicio do surgimento das primeiras col6nias de hiPSCs, as trocas de meio foram feitas
utilizando-se o meio comercial Essential 6 (Thermo Fisher - #A1516401) suplementado
com FGF2 a 10ng/ml. Assim que as colonias de hiPSCs emergiram, o meio Essential 6
foi substituido pelo meio de cultura Essential 8 (Thermo Fisher - #A1517001) para
promover o crescimento adequado das hiPSCs.

As colonias de hiPSCs que apresentaram morfologia tipica (col6nias
homogéneas e bem delimitadas) foram coletadas manualmente dentro do fluxo laminar
utilizando o microscépio EVOS XL Image System (Thermo Fisher - #AME3300). No

minimo 12 coldnias foram selecionadas. Cada col6nia foi plaqueada em um poco de
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uma placa de 12 pogos revestida com Geltrex® com meio Essential 8 acrescido de 5uM
de Rock Inhibitor (Ri) (Merck - #Y0503). As hiPSCs foram mantidas em cultivo em
estufa a 37°C e 5% de CO», amplificadas utilizando Versene (Thermo Fisher - #15040-
066), criopreservadas e posteriormente caracterizadas.

As hiPSCs provenientes de fibroblastos utilizadas neste trabalho (clones SS109 e

WTD) foram isoladas e reprogramadas em estudos anteriores*?43,

3.4. Diferenciacdo das hiPSCs em cardiomiocitos

Os experimentos foram desenvolvidos em dois laboratérios independentes
(Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular (LGCM) em Séao Paulo, Brasil e no
Laboratorio da Faculdade de Medicina e Ciéncias da King’s College London em
Londres, Inglaterra) utilizando diferentes clones de hiPSCs e protocolos de
diferenciagéo.

No laboratério do Professor José Eduardo Krieger (LGCM), os clones U4MP1,
U4MP5 (reprogramados de UPCs) e SS109 (reprogramados de fibrolastos) foram
submetidos & diferenciacdo em cardiomidcitos segundo protocolo do laboratério®?
adaptado de Lian e colaboradores’. As células foram expandidas até atingirem 70% de
confluéncia, foram dissociadas usando Versene, ressuspendidas em E8 suplementado
com 5uM de Ri e plagueadas 1,2x105 células por poc¢o (placa de 12 pogos) revestido
com Geltrex® (20pg/cm2). O meio foi trocado diariamente com 50% de E8 e 50% de
mTeSR (StemCell Technologies - #85850) e apds 3 dias estas células atingiram 80 a
95% de confluéncia quando foi iniciado o protocolo de diferenciacéo (dia 0). Neste dia,
foi primeiramente feita uma lavagem com RPMI com L-Glutamina (Thermo Fisher -
#11875-119). Posteriormente, foi adicionado o meio RPMI suplementado com 1X de

B27 sem insulina (Thermo Fisher - #A1895601) (meio RB-) e 6uM ou 9uM de inibidor
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de GSK3 (CHIR99021 - Merck - #361571), dependendo do clone. 24 horas depois, 50%
do meio foi removido e foi adicionado novo meio RB- com 6uM ou 9uM de CHIR e
20ng/mL de BMP4 (R&D Systems - #314-BP-010). A seguir, no dia 2, foi feita uma
nova lavagem com RPMI e foi adicionado o meio RB- suplementado com as drogas
utilizadas para inativagédo da via da Wnt, 2.5uM de XAV939 (Cayman - #13596) e
2.5UM de KY2111 (Cayman - #14315). Este meio permaneceu nas células pelas
proximas 48 horas, ndo havendo troca de meio no dia 3. No dia 4, o meio foi substituido
por RPMI suplementado com 1X de B27 com insulina (Thermo Fisher - #17504044)
(meio RB+) e 2.5uM de XAV e 2.5uM de KY. Entre os dias 5 e 7 0 meio foi trocado
diariamente apenas com RB+ e a partir do dia 8 0 meio foi substituido por RB+
suplementado com 500ug/mL de Albumina (Merck - #A9576), 213ug/mL de &cido
ascorbico (Merck - #A4544), 1% de aminoacidos ndo essenciais (Thermo Fisher -
#11140050) e 0,1% de antioxidante (Merck - #A1345) (meio CDM5). Os hiPSC-CMs
foram mantidos nesse meio até a coleta das amostras no dia 15.

No laboratorio da Professora Elisabeth Ehler (King’s College London), 0 clone
WTD (reprogramado de fibrolastos) foi diferenciado utilizando o kit de diferenciacédo de
CM (Thermo Fisher - # A2921201) de acordo com as instruc6es do fabricante. Apds 15
dias de diferenciacdo, os hiPSC-CMs foram dissociados através da tripsina (Sigma
Aldrich- #59417C), contados e plaqueados sobre matriz de geltrex na quantidade de 1 x
108 células por poco em placa de 6 pocos. Nos dias 20 a 25, os hiPSC-CMs foram
selecionados usando meio RPMI-1640 sem adicdo de glicose (Thermo Fisher - #
11879020) suplementado com 4mM de lactato (Sigma-Aldrich - #L4263) e albumina a
500g/mL. Os hiPSC-CMs foram mantidos em meio de manutencdo CM (Thermo

Fisher, MA, EUA) até a coleta das amostras.
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Os protocolos e dados de diferenciacdo corroboraram nos dois laboratérios e
para os testes com ES apenas os clones reprogramados de fibroblastos, SS109 e WTD,
foram utilizados.

As hiPSCs foram plaqueadas nas placas convencionais e um aparato contendo o
campo elétrico com eletrodos foi colocado na parte superior da placa no inicio da
diferenciacdo. As hiPSCs foram diferenciados diretamente nas placas de cultura (grupo
controle, CTL) ou com ES. Para a padronizacdo do ES, as hiPSCs foram estimuladas
durante 2 horas do dia 0 ao dia 3 da diferenciacdo através do equipamento C-Pace EP
Cell Culture Stimulator (lonOptix, MA, USA) e receberam um estimulo com campo de
10V, pulso de 4ms e frequéncia de 0,5Hz. Apos a padronizacdo do ES e anélise dos
resultados preliminares, as hiPSCs foram diferenciadas com ES durante 2 horas do dia O
ao dia 15 da diferenciagdo com 0s mesmos parametros citados acima.

Ap6s 15 dias de diferenciacdo, os hiPSC-CMs foram dissociados e plaqueados
de acordo com o guia do usuario do kit de diferenciacdo de CM. Dos dias 20 a 25, os
hiPSC-CMs foram selecionados utilizando meio RPMI-1640 menos glicose
suplementado com lactato 4 mM e albumina a 500 g/mL (Thermo Fisher, MA, EUA).
Os hiPSC-CMs foram mantidos em meio de manutencdo CM (Thermo Fisher, MA,
EUA) até a coleta das amostras. Para ensaios funcionais ou de imunofluorescéncia, as
células foram semeadas em placas de 24 pocos revestidas com geltrex (150 w/ml,
GIBCO, Life Technologies) (Ibid - #82401) ou placas de 35 mm (Nunc - #150460),
respectivamente, e mantidas em cultura por até 30 dias (60 dias ap6s o inicio da

diferenciacéo) (Figura 4).
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Figura 4: Desenho experimental do trabalho proposto.

3.5.PCR e RT-PCR

O RNA total das hiPSCs e dos hiPSC-CMs (nos dias 15 e 30 da diferenciagéo)
foram extraidos utilizando-se 1mL do reagente Trizol (Thermo Fisher - #15596026) ao
pogo de cultivo (placa de 12) e homogeneizando o liquido. Esta solugdo foi mantida a -
20°C para consequente extracdo com cloroférmio, isopropanol e etanol conforme
recomendado pelo fabricante. A sintese de cDNA foi realizada com a enzima de
transcricdo reversa SuperScript IV (Thermo Fisher - #18090010) de acordo com o
manual do fabricante.

As verificacOes de presenca dos genes a partir dos cDNAs foram realizadas
através das reacGes em cadeia da polimerase (PCR) utilizando o kit GoTagq DNA
polimerase (Promega - #M3001).

A reacdo de polimerase em cadeia em tempo real (RT-PCR) foi realizada através
do aparelho Quantistudio (Thermo Fisher). Os primers utilizados estdo listados na
tabela 2.

O protocolo experimental consistiu de reagcdes contendo 1ul de cDNA template
(2,5ng/pL), 0,16ul de cada primer sense e antisense especificos para cada gene em
estudo (200nM final), 5uL do 2X SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher) e
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3,84pL de &4gua DEPC, totalizando um volume final de 10pL. O 2X SYBR Green PCR
Master Mix contém a AmpliTag DNA Polymerase, o SYBR Green Buffer, dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), SYBR Green | e a referéncia passiva, 0 corante
fluorescente ROX. A amplificagdo consistiu em: 95°C por 10 minutos para a ativagéo
da AmpliTag DNA Polymerase, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
(desnaturacdo) e 60°C por 1 minuto (associagdo do primer e extensdo). A coleta do sinal
fluorescente foi realizada ao final de cada ciclo. Os genes GAPDH, beta-actina e beta-2
microglobulina foram utilizados como normalizadores e foi realizado um controle
negativo para cada gene que consistiu em uma reagdo com auséncia de cDNA.

Os valores médios de Ct para cada gene de interesse foram subtraidos pelos
respectivos valores médios de Ct obtidos para o gene normalizador. Os dados foram
apresentados em expressdo relativa, de acordo com 2-AACt representando quantas vezes

cada gene estd mais ou menos expresso em relacdo a amostra controle.

Tabela 2: Lista com a sequéncia dos primers utilizados. RT-PCR para os genes Irx3,

Nkx2.5, Hcn4, Tnnil e Tnni3 foi realizada usando sondas TagMan.
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Gene

Sequéncia sense

Sequéncia antisense

Normalizador

GAPDH TGGTCTCCTCTGACTTCAACA  AGCCAAATTCGTTGTCATACC
Beta actin AGCCTCGCCTTTGCCGA GCGCGGCGATATCATCATC
Beta-2 microglobulin CTGGAGGCTATCCAGCGTA GTCAACTTCAATGTCGGATGGA

Pluripoténcia

NANOG ACCTCAGCTACAAACAGGTGA CCATTGCTATTCTTCGGCCA
POUS5F1 (OCT4) TCCTGCAGTGCCCGAAA CACTCGGACCACATCCTTCT
REX1/ ZFP42 CGCGGTAACAGGGACAAATG CACCTCCAGGCAGTAGTGAT
SOX2 AGGATAAGTACACGCTGCCC TAACTGTCCATGCGCTGGTT
Cardiomidcitos

CALM3 CTGACCAGCTGACTGAGGAG GGAGAAGGCCTCCTTGAACT
GATA4 AAAACGGAAGCCCAAGAACC GTTGCTGGAGTTGCTGGAAG
GJAL AAAGTACCAAACAGCAGCGG CTCCAGCAGTTGAGTAGGCT
GJA5 AGAAGAAGCAGCCAGAGTGT AAGAGGACAGTGAGCCAGAC
KCNJ3 AATCTCGGCAGACACCTGA TCCAGTTCAAGTTGGTCAAGG
MEF2C ATCTGCCCTCAGTCAGTTGG GGGTGGTGGTACGGTCTCTA
MYL2 CCGGGTCCAATTAACTTTACTGT GCCTTCAGGGTCAAACACTTT
SCN5a GAGCGGCTGTGAAGATTCTG TAAGGCTGAGACATTGCCCA

3.6. Citometria de Fluxo

As células foram dissociadas utilizando-se Versene, ressuspendidas em PBS, e
contadas em camara de Neubauer. As células foram incubadas com PBS com 2% de
SFB e com o corante de viabilidade celular 7-Amino-actinomicina D (7AAD) (Thermo
Fisher - #A1310) por 30 minutos a temperatura ambiente, lavadas e fixadas com 1% de
paraformaldeido (PFA). Posteriormente as células foram permeabilizadas em caso de
marcacdo nuclear com PBS com 5% de SFB acrescido de 0,2% de Triton X-100 por 15
minutos a temperatura ambiente. Apos lavagens, as células foram entdo incubadas com
os anticorpos primarios (Tabela 3) diluidos em PBS com 2% de SFB com 0,2% de
Triton X-100 por 30 minutos a temperatura ambiente. As células foram novamente
lavadas e incubadas com os anticorpos secundarios (Tabela 3) diluidos na mesma
solucdo que o primario. Apos a incubacdo por 30 minutos, ao abrigo da luz e sobre
refrigeracdo a 4°C, as celulas foram lavadas com PBS para remover o excesso de

anticorpos nédo ligados e fixadas com PFA a 1%. Um total de 20.000 eventos foram
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lidos pelo citometro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences) e analisados pelo

software FCS Express 4 Flow Cytometry.

3.7. Imunofluorescéncia

As hiPSCs e os hiPSC-CMs (no dia 15 da diferenciagdo) foram fixados com
PFA a 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Quando a marcacdo foi realizada
para proteinas nucleares as células foram permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100
em PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente a trés lavagens com
PBS, as células foram blogueadas por 30 minutos com tampdo de bloqueio contendo
PBS com 3% de Bovine Serum Albumin (BSA) (Merck - #A7906). As células foram
entdo incubadas com os anticorpos primarios (Tabela 2) diluidos em PBS com 1% de
BSA a 4°C durante a noite. Apds incubacdo com os primarios, as células foram lavadas
3 vezes com PBS e incubadas com os respectivos anticorpos secundarios (Tabela 3)
também diluidos em PBS com 1% de BSA por 1 hora a temperatura ambiente protegido
da luz. Os nucleos foram corados com DAPI (Thermo Fisher - # D21490) por 1 minuto
e as analises foram realizadas utilizando o microscépio invertido de fluorescéncia
(Zeiss). As imagens foram analisadas e tratadas no software ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Para analises de microscopia confocal, os hiPSCs-CMs foram semeados em
placas individuais de 35mm (Nunc - #150460) revestidas de geltrex. Os hiPSCs-CMs
foram fixados nos dias 60 da diferenciacdo com PFA a 4% por 10 min e
permeabilizados com Triton X-100 a 0,2% em PBS por 5 min. Os anticorpos primarios
e secundarios (Tabela 3) foram diluidos com BSA a 1% em TBS e as incubacdes foram
realizadas em temperatura ambiente por 1 hora. Os nacleos foram corados com DAPI

(Thermo Fisher - #D21490) e os filamentos de F-actina com Alexa 633 faloidina
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(1:100, Thermo Fisher - #A22284). As células foram lavadas 3 vezes com PBS por 5
minutos e montadas com laminulas em 0,1 M Tris-HCI (pH 9.5)-glicerol (3:7) com 50
mg/mL de n-propilgalato como reagente anti-desbotamento. As células foram analisadas
utilizando um microscépio confocal de laser invertido TCS SP5 Il Leica (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e as imagens foram analisadas e tratadas no

software ImageJ.

Tabela 3: Lista de anticorpos utilizados.
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Anticorpo Marca Catalogo Hospedeiro IF CF WB
Pluripoténcia
Nanog Cell Signaling D73GH Coelho 1/300 1/200 -
Oct4 (POU5F1) Cell Signaling C30A3 Coelho 1/300 1/400 -
Sox2 Cell Signaling 3579S Coelho 1/300 1/300 -
Ssead Cell Signaling 4755 Camundongo 1/300 1/300 -
Tra-1-60 Cell Signaling 4746S Camundongo 1/300 - -
Tra-1-81 Cell Signaling 4745S Camundongo  1/300 - -
Cardiomidcitos

o actina Sigma AT7811 Camundongo 1/500 - -

a actinina Merck MAB-1682 Camundongo 1/100 - 1/1000

B catenina Sigma C2206 Coelho - - 1/2000

B actina Abcam Ab8227 Coelho - - 1/2000

All actin Sigma A2066 Coelho - - 1/2000
CD31 (PECAM-1) Merck CBL468 Camundongo - 1/20 -
CD34-488 Biolegend 343518 Camundongo - 1/20 -
Citoqueratina Dako 20622 Coelho 1/200 - -
Conexina 40 Sigma 36-4900 Coelho 1/50 - -
Conexina 43 Sigma 71-0700 Coelho 1/50 - -

Contactina 2 R&D AF4439 Cabra - - 1/1000
Desmina Dako MO0760 Camundongo 1/200 - -
Gata4 Santa Cruz SC1237 Cabra 1/200 1/100 -

Hcn4 Millipore Ab5808 Coelho - - 1/1000
Irx3-G6 Santa Cruz SC166877  Camundongo - 1/100 -
Mef2C LsBio LS-C381553 Coelho 1/200 - -
Mespl Abcam Ab77013 Camundongo 1/200 - -
Miomesina Sigma PA5-53143 Coelho 1/100 - -
MyBP-C Sigma SAB3500295 Coelho 1/100 - -
Nkx2.5 Cell Signaling 8792S Coelho 1/200 1/300 -

Nkx2.5 SantaCruz sc-376565  Camundongo - - 1/1000
Proteina M Sigma MABT94  Camundongo 1/200 - -

Troponina Cardiaca | GeneTex GTX10239 Camundongo - - 1/1000
Troponina Cardiaca T HyTest 4T19-2 Cabra 1/200 1/1000 -
Vimentina Abcam Ab8069 Camundongo  1/25 - -

Secundarios fluorescéncia
Alexa 488 anti-cabra Thermo Fisher A11055 Macaco 1/300 1/1000 -
Alexa 488 anti-coelho Thermo Fisher A11008 Cabra 1/300 1/1000 -
Alexa 488 anti-camundongo  Thermo Fisher A21042 Cabra 1/300 1/1000 -
Alexa 555 anti-coelho Thermo Fisher A31572 Macaco 1/300 1/1000 -
Alexa 555 anti-camundongo  Thermo Fisher A21422 Cabra 1/300 1/1000 -
Alexa 647 anti-cabra Thermo Fisher A21447 Macaco - 1/1000 -
Alexa 647 anti-coelho Thermo Fisher A21244 Cabra - 1/1000 -
Cy?2 anti-coelho Abcam Ab6940 Cabra 1/100 - -
Cy3 anti-camundongo Abcam Ab97035 Cabra 1/500 - -
Secundérios conjugados com HRP

Anti IgG de camundongo R&D Systems HAF007 Cabra - - 1/2000

Anti 1gG de rato R&D Systems HAF005 Cabra - - 1/2000

Anti IgG de coelho Thermo Fisher G21234 Cabra - - 1/2000

IF: imunofluorescéncia; CF: citometria de fluxo; WB: western blotting
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3.8. Extracdo de proteinas

Os homogenatos celulares foram obtidos pela lise mecénica das células,
previamente lavadas com PBS 1X, em tampdo de lise contendo: 50mM de Tris-HCI,
150mM de NaCl, 0,5% de deoxicolato de sodio, 1% de Triton X-100 e 0,1% de SDS,
pH 8,0 (tampdo RIPA), acrescido de coquetel de inibidores de fosfatases (C2 e C3) e
proteases (1:300, Merck - #539134), seguido da retirada dos debris celulares por
centrifugacgdo a 12.000g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado
a -20°C até o momento do uso. A concentracdo de proteinas foi quantificada pelo

método de BCA com um kit de ensaio proteico (PIERCE Biotechnology - #23225).

3.9. Eletroforese e Western Blotting

A separacdo das proteinas foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS onde 25ug de proteina foi diluida em tampédo de amostra (50mM de
Tris-HCL, pH 6,8; 0,5% de SDS; 10% de glicerol; 0,1% de azul de bromofenol)
acrescido de 50mM de ditiotreitol e aquecida a 95°C por 10 min. As amostras e 0
padrdo de peso molecular (Precision Plus ProteinTM KaleidoscopeTM Standards, Bio-
Rad) foram aplicadas em géis de 8 ou 10%, contendo o tampéo de eletroforese (25mM
de Tris-base, pH 7,4; 192mM de glicina). A corrida foi realizada inicialmente a 80V e
depois se aumentou a 120V até o final. Apds a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membrana de PVDF (0,45um, GE Healthcare - #45-004-110)
utilizando o sistema de transferéncia semi-seco (Trans-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell, Biorad), com o tampéo de transferéncia (25mM de Tris-
base, 192mM de glicina e metanol a 20%). Fixou-se a voltagem em 12V, e a
transferéncia foi realizada durante 90 minutos. Em seguida, a membrana foi incubada

em solugéo de bloqueio (5% de BSA, 150mM de NaCl, 50mM de Tris-HCI e Tween 20
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a 0,01%) a temperatura ambiente durante 1h para bloqueio de sitios inespecificos. Apos
o0 bloqueio, a membrana foi incubada com os anticorpos primérios (Tabela 3) a 4°C por
16 horas sob leve agitacdo. O anticorpo policlonal contra Nrap foi previamente utilizado
e caracterizado em laboratério*. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com
TBST a 0,01% e a membrana foi incubada com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase em solucéo de blogueio & temperatura ambiente por 1 hora. A membrana foi
novamente lavada e incubada por 1 minuto com o substrato da enzima peroxidase
(100mM de Tris; pH8.9, 1,25mM de Luminol, 200uM de Acido p-Coumarico e 5,4mM
de 4gua oxigenada) e o sinal luminescente foi captado por 2 a 6 minutos no
fotodocumentador ImageQuant (LAS 4000). A anélise da densitometria das bandas foi

realizada com o programa ImageJ.

3.10. Capacidade de diferenciagdo nas trés linhagens germinativas

As hiPSCs foram cultivadas em placas B60 até atingirem confluéncia. As
col6nias foram cortadas em pedacos pequenos e uniformes e foram soltas com o auxilio
de um raspador celular. As células foram centrifugadas e os pellets foram
ressuspendidos em 150ul de Geltrex® a 2mg/ml. Através de uma parceria com
pesquisadores do biotério do Incor, a suspensao de células foi enviada para o biotério e
injetada em camundongos imunodeficientes, linhagem nude (BALB/c nude). Os
tumores comecaram a apareceram a partir da oitava semana apés a injecao.

Ap0s o surgimento do teratoma, os camundongos foram sacrificados e o tumor
foi extraido, cortado e armazenado em solucdo de PFA a 4% a 4°C durante a noite. No
dia seguinte, o tumor foi incluido em parafina, seccionado e corado com hematoxilina e

eosina.
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3.11. Integridade cromossémica

A andlise do caridtipo foi terceirizada. As hiPSCs foram plaqueadas em garrafas,
cultivadas até atingirem 70% de confluéncia e enviadas para o laboratério. Os
cromossomos foram obtidos a partir da cultura das hiPSCs com bandeamento G (GTG)
e foi realizado um estudo numérico e estrutural dos cromossomos por andlise
microscopia computadorizada com resolugdo de 300 a 550 bandas. Um total de 20

metafases foi analisado.

3.12. Analise funcionais dos hiPSC-CMs

Para as andlises funcionais, 0s hiPSCs-CMs foram semeados em placas de 24
pocos (Nunc - #150460) revestidas de geltrex. Os hiPSC-CMs no dia 60 da
diferenciacdo foram incubados com Fuo-4 AM (para analises intreacelulares dos
transietes de Ca®" (CaT); Molecular Probes - #F14201) ou com di-8-ANEPPS (para
analises de potencial de acdo (AP); Biotium - #61012) conforme descrito
anteriormente*. Resumidamente, as células foram incubadas por 20 minutos a 37°C
para carregar os indicadores no citosol. Em seguida os hiPSC-CMs foram perfundidos
com solucdo de Tyrode (140mM de NaCl, 6mM de KCI, 1ImM de MgClz, 5mM de
Hepes, 2mM de CaCl, e 10mM de glicose com pH 7,4) por 20 minutos para permitir a
desesterificacdo dos indicadores antes dos hiPSC-CMs serem analisados.

Os hiPSC-CMs tanto CTL e ES foram estimulados a 1Hz com 10V de estimulo
e 4ms de duragdo pelo equipamento MyoPAcer EP Cell Stimulator (lonOptix) e as
imagens foram obtidas através do microscopio confocal de laser invertido Axio
Observer (Zeiss). As sequéncias de imagens foram analisadas com um sricpt

personalizado no software MATLAB R2006b (The MathWorks, Inc.).
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3.13. Anélises estatisticas

Para avaliar a influéncia do ES no processo de diferenciacdo e maturacdo dos
hiPSC-CMs, estas células eletricamente estimuladas foram comparadas com os hiPSC-
CMs que foram diferenciados nas placas de cultivo convencionais (grupo controle).

Para cada grupo de resultados, testes estatisticos apropriados foram utilizados
para avaliar o nivel de significancia alcangado. As andlises foram realizadas no
programa estatistico GraphPad Prism 8 e os resultados encontrados foram expressos
como média £ desvio padrdo. Os valores foram analisados quanto a sua normalidade de
distribuicdo pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Dependendo do experimento em questéo,
as comparacOes entre os grupos foram realizadas atraves do teste t de Student, ANOVA
(1 e 2 vias) e post hoc teste de Tukey e/ou Bonferroni. Em caso de ndo normalidade, foi
aplicado o teste de Friedman (ndo paramétrico). O nivel de significancia adotado no
estudo foi de 5% (a<0,05). Todos os experimentos foram realizados independentemente
pelo menos trés vezes, ou seja, trés grupos de hiPSC-CMs foram gerados em 3 rodadas
diferentes de diferenciacdes com o intuito de se excluir qualquer viés decorrente da

analise de uma Unica diferenciacéo.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencdo e cultivo das UPCs

As amostras de urina foram coletadas de 3 individuos saudaveis denominados
UPC4, UPC50 e UPC63. O volume de urina coletado foi de 200ml para o individuo
UPC4 (sexo masculino), 210ml para o UPC50 (sexo feminino) e 340ml para o UPC63
(sexo feminino). As células de urina destes 3 individuos foram isoladas com sucesso,
com obteng&o das primeiras col6nias a partir de 3 a 10 dias do isolamento (Figura 5A).
As células obtidas apresentaram morfologia tipica de UPCs, células alongadas com
formato de grdo de arroz (Figura 5B). As células foram mantidas em cultura e
amplificadas até atingirem a passagem 3, quando foram reprogramadas e congeladas

para criopreservagao.

A

Figura 5: Morfologia das UPCs. (A) Coldnia de UPCs 9 dias ap6s o isolamento (40x);
(B) Morfologia das UPCs (100x). Barra de escala: 200um e 100um.

4.2. Reprogramacdo das UPCs em hiPSCs e caracterizagdo das hiPSCs
As colbnias de UPCs dos 3 clones foram reprogramadas em hiPSCs. No periodo

entre 15 e 20 dias ap6s o inicio da reprogramacdo as colbnias individuais foram
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coletadas e passadas isoladamente para novos pogos (Figura 6A). As colbnias que
melhor se adaptaram com as condigdes de cultivo apresentando morfologia equivalente
as das células-tronco embriondrias e baixa taxa de diferenciacdo espontanea foram
selecionadas para expansédo e caracterizagdo para serem utilizadas na diferenciagédo em
cardiomidcitos. Foram selecionados para esse processo os clones U4MP1, U4MP3,
U4MP5, U4MP6 e U4MV1 do individuo UPC4. Os clones dos demais individuos ndo
se enquadraram nos critérios citados acima e foram excluidos desse estudo.

Os 5 clones das hiPSCs geradas (U4MP1, U4AMP3, U4MP5, U4AMP6 e U4MV1)
e 0 clone de hiPSCs obtido a partir de fibroblasto (SS109) foram caracterizados
conforme sua morfologia, presenca de marcadores moleculares e proteicos, capacidade
de diferenciacdo nas trés linhagens germinativas e integridade cromossémica.

A morfologia das células foi analisada e os clones apresentaram células
pequenas, justapostas, em monocamada e com margem bem definida. Conforme mostra
a Figura 6, também podemos observar a composi¢do nuclear dessas células abrangendo
quase todo o citoplasma, presenca de nucleossomos e auséncia de diferenciacdo
espontanea anormal. Além disso, sdo células que podem ser facilmente amplificadas e
que apresentam alta taxa de proliferacdo celular e forte aderéncia as placas de cultivo de
plastico revestidas com Geltrex®. Importante ressaltar que estas caracteristicas sdo

comuns de hiPSCs.
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Figura 6: Reprogramacdao e caracterizacdo morfologica das hiPSCs. (A) Colbnia de
hiPSC emergindo 25 dias apds o inicio da reprogramacao (100x); (B e C) Morfologia
das hiPSCs em 100x e 200x, respectivamente. Barra de escala: 100um

Os clones de hiPSCs expressaram os marcadores moleculares de pluripoténcia
analisados (SOX2, OCT3/4, NANOG e REX1) assim como o controle positivo (Figura

7).
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Figura 7: Caracterizacdo molecular das hiPSCs. Amplificacdo de genes marcadores
de células pluripotentes, SOX2, OCT3/4, NANOG e REX1 nos clones de hiPSCs
U4MP1, UAMP3 e U4MP6 (A) e UAMV1 e U4AMP5 (B). CTL-: controle negativo;
CTL+: controle positivo.

As hiPSCs geradas também foram avaliadas quanto a sua expressdo de proteinas
marcadoras de células-tronco pluripotentes. Primeiramente, foi verificada a expressao
destas proteinas através da técnica de imunofluorescéncia. Observou-se a presenca de
seis marcadores de pluripoténcia, sendo trés marcadores nucleares (Sox2, Nanog,
Oct3/4) e trés marcadores de membrana (Ssea-4, Tra-1-60, Tra-1-81) para todos 0s
clones avaliados. Ainda, conforme a Figura 8 pode-se observar através da intercalacédo
com DAPI (marcador inespecifico de DNA) que a maioria das células expressa as
proteinas marcadas e sua correta localizacdo (fatores de transcricdo no nucleo e

proteinas de membrana na membrana celular).
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Figura 8: Imagem representativa da expressdo de marcadores proteicos de
pluripoténcia das hiPSCs (200x). Marcadores nucleares (Oct 3/4, Sox2 e Nanog) em
vermelho e de membrana (Ssea-4, Tra-1-60, Tra-1-81) em verde. Sobreposicdo: co-
expressdo do marcador de pluripoténcia e do marcador nuclear, DAPI (em azul). Barra
de escala: 100um.

Os clones de hiPSCs avaliados por citometria de fluxo apresentaram mais de
50% de células positivas para os 4 marcadores testados (Ssea-4, Nanog, Sox2 e Oct 4),
com excecdo do clone U4MV1 para os marcadores Ssea-4 e Oct 4 (Tabela 4). Além

disso, os resultados obtidos mostram mais de 77% de células positivas para a marcagédo
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dos anticorpos Nanog e Sox2 em todos os clones de hiPSCs analisados. Ainda,
conforme a Figura 9, também é possivel observar a homogeneidade da populacdo de
hiPSCs, onde a &rea delimitada (denominada “gate”) demarca os eventos (células) com

perfil considerado positivo para as analises (células negativas para o marcador 7AAD).

Tabela 4: Porcentagem de eventos positivos obtidos por citometria de fluxo de
marcadores proteicos de pluripoténcia das hiPSCs.

Clone Marcadores
Ssea 4 Nanog Sox2 Oct4
U4MP1 87,10 82,24 81,96 52,64
U4MP5 63,13 98,74 97,71 67,10
U4MP6 - 97.80 90.10 80.40
UuiaMV1 14,55 77,59 98,01 11,34
SS109 96,86 86,18 85,04 85,04
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Figura 9: Imagens representativas da caracterizagdo das hiPSC por citometria de
fluxo. (A) Estratégia de “gate”; (B) Viabilidade celular (7AAD); (C ¢ D) Marcagio das
células somente com anticorpo secundério; (E, F, G e H) Expressdo dos anticorpos
SSEA4, NANOG, SOX2 e OCT4, respectivamente, nas hiPSCs.

Quanto aos ensaios de verificacdo da pluripoténcia in vivo, as hiPSCs dos clones
U4MP1, U4AMP3 e U4MP6 foram injetadas em camundongos imunodeficientes. No
entanto, apenas as hiPSCs do clone U4MP3 levaram a formacgdo de um teratoma 8
semanas apos a injecdo (Figura 10A). Através de analises histoldgicas foi possivel
verificar a presenca das 3 camadas germinativas: cartilagem com condrocitos (derivado
da mesoderme), epitélio glandular provalmente derivado do tecido gastrointestinal
(derivado da endoderme) e estruturas semelhantes a rosetas imaturas (derivadas da
ectoderme) (Figura 10B). Os camundongos que receberam injecdo das hiPSCs dos
outros clones foram mantidos durante 16 semanas no biotério, mas ndo houve a

formacédo de teratoma.

A
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Figura 10: Andlises histolégicas de teratoma obtido ap6s injecdo intra-muscular
das hiPSCs em camundongos imunodeficientes. (A) Tumor sendo extraido do
camundongo (B) Cartilagem com condrocitos (derivado da mesoderme); (C) Epitélio
glandular provavelmente derivado do tecido gastrointestinal (derivado da endoderme);
(D) Estruturas semelhantes a rosetas imaturas (derivadas da ectoderme). Barra de
escala: 100pum

Finalmente, foi verificada a estabilidade cromossdmica dos clones de hiPSCs
gerados pela andlise do cariotipo. Os resultados mostraram que os clones SS109,
U4MV1 e U4MP5 apresentaram cariotipo normal conforme o esperado. No entanto, 0s
clones U4MP1 e U4MP3 apresentaram duas linhagens celulares, com a presenca de
trissomia do cromossomo 1 em, respectivamente, 50% e 22% das metafases analisadas
e as demais células apresentaram cariotipo normal (46,X,Y) (Figura 11). O clone

U4MP6 apresentou caridtipo com trissomia do cromossomo 1 em todas as 20 metafases

analisadas.
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Figura 11: Cari6tipo do clone U4MP3 normal (esquerda) e mostrando mosaicismo
com algumas células portadores de trissomia do cromossomo 1 (direita, seta).

4.3. Padronizacdo da diferenciacéo das hiPSCs em cardiomidcitos (hiPSC-CMs)

Com base nos resultados de caracterizacdo das hiPSCs os clones U4MP5 e
U4MP1 (reprogramados de UPCs) foram utilizados para serem submetidos a
diferenciacdo em cardiomiocitos. Estes clones foram incialmente diferenciados
conforme o protocolo utilizado no laboratério, no entanto, apds algumas tentativas, esse

protocolo néo foi capaz de resultar em celulas contrateis. Com isso, fez-se necesséria a
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adaptacao desse protocolo e, ap6s algumas variagdes, os primeiros hiPSC-CMs foram
morfologicamente identificados e comecaram a bater entre os dias 8 a 10 da
diferenciacdo (dados ndao mostrados). A padronizacdo deste protocolo foi incialmente
verificada de maneira relativa, por visualizagdo no microscopio, considerando a
eficiéncia da diferenciacdo da porcentagem de &reas contrateis no pogo da placa de
cultura. A eficiéncia deste protocolo estabelecido foi de 90% para o clone U4AMP5 e
80% para o clone U4MP1.

Apo6s a determinacdo desse protocolo com alta eficiéncia relativa, foram
realizados ensaios para caracterizar a diferenciacdo cardiaca e avaliar o fendtipo dos
hiPSC-CMs. A caracterizacdo foi realizada em hiPSC-CMs dos clones SS109, U4MP1
e U4MP5 com 15 dias de diferenciacdo pela presenca de marcadores moleculares e
proteicos. As hiPSCs dos seus respectivos clones foram usadas como controle.

A Figura 12 mostra um aumento significativo da expressao de genes marcadores
de células progenitoras cardiacas, GATA4 e MEF2C, dos hiPSC-CMs com 15 dias de
diferenciacdo. Além disso, observa-se um aumento significativo da expressdo de genes
marcadores de células cardiacas (KCNJ3, MYL2, HCN4 e TNNI3). Os resultados

mostram a média dos 3 clones (SS109, U4MP1 e U4MP5) para cada gene.
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Figura 12: Caracterizagdo molecular do pool dos hiPSC-CMs por gPCR no dia 15
da diferenciacdo. Resultados expressos como média = DP. * P<0.05, *** P<0.001;
***% P<0.0001 vs. hiPSCs.

Atraveés da técnica de imunofluorescéncia observou-se a presenca das proteinas
estruturais de células progenitoras cardiacas, Mef2c, Gata4, Mespl e Nkx2.5, e da

proteina contréactil dos cardiomiécitos adultos, Troponina T (cTnt) (Figura 13).
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Figura 13: Imagem representativa da expressdo de marcadores proteicos de
células progenitoras cardiacas e cardiomiocitos dos hiPSC-CMs no dia 15 da
diferenciacdo (100x). Células progenitoras cardiacas (Mef2c, Gata4, Mespl e Nkx2.5)
e cardiomidcitos adultos (TROP). Sobreposicdo: co-expressdo dos marcadores cardiacos
e do marcador nuclear, DAPI (em azul). Barra de escala: 100um.

A expressdo das proteinas troponina e Nkx2.5 foi confirmada por western-blot
onde também se observa a auséncia dessas proteinas nas hiPSCs. Também foi

observada a expressdo da proteina especifica cardiaca, a-actinina (Figura 14).
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Figura 14: Expressao de marcadores proteicos de células progenitoras e cardiacas
por Western-Blot no dia 15 da diferenciacdo. Imagem representativa de um dos

clones.

Além disso, os resultados da caracterizacdo dessas células por citometria de

fluxo mostraram uma pequena porcentagem de células positivas para 0os marcadores

CD34 (precursor endotelial) e CD31 (marcador de célula endotelial). Os resultados

também mostraram que 33,78% das células sdo positivas para a marcagdo do anticorpo

precursor de celulas progenitoras cardiacas, Nkx2.5. Por fim, quase todos os hiPSC-

CMs gerados (99,37%) sdo positivos para o principal marcador cardiaco de proteinas

contrateis, Troponina-T (CTNT) (Figura 15).
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Figura 15: Imagens representativas da caracterizacdo da diferenciacdo das hiPSCs
em hiPSC-CMs por citometria de fluxo. (A) Marcadores endoteliais; (B) Precursor de
células progenitoras cardiacas e marcador cardiaco.

4.4. Padronizagdo da diferenciagdo das hiPSCs em cardiomidcitos com ES

Para estes testes foi utilizado o clone SS109 (reprogramado de fibroblastos)
onde o estimulo foi primeiramente aplicado a partir do dia 0 da diferenciacdo
intermitentemente. No entanto, ap6s 3 dias quase todas as células soltaram e ndo
conseguiram se diferenciar em hiPSC-CMs (dados ndo mostrados).

Posteriormente, foram feitos testes com duracdo menor do estimulo para
avaliar se as hiPSCs conseguiriam se diferenciar em hiPSC-CMs na presenca do

estimulo. A padronizacao deste protocolo foi incialmente verificada de maneira relativa,
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da mesma forma que a padronizacéo inicial do protocolo de diferenciagéo das hiPSCs
em CMs, onde a eficiéncia da diferenciacdo foi considerada a porcentagem de areas
contrateis no pogo da placa de cultura. Foram comparadas diversas combinacGes de
tempos de estimulo, mas sempre iniciando no dia 0 e finalizando no dia 3 (dados ndo
mostrados). Ao final das comparacOes realizadas a condi¢cdo que gerou os resultados
com maior eficiéncia (80 a 90%) no dia 15 da diferenciacdo, semelhante ao grupo
controle, foi o estimulo por aplicado por 2h durante o dia 0 ao dia 3 da diferenciacéo
(ANEXO C - Figura 1).

Apo6s a definicdo do tempo de ES foi realizada a padronizacdo desse
protocolo inicialmente por expressdo molecular. Os resultados mostraram que 0 gene
IRX3 foi super-regulado nos hiPSCs-CMs com ES ap6s 6 e 15 dias da diferenciagdo
(ANEXO C - Figura 2). Além disso, o grupo ES apresentou maior expressdo de GATA4,
GJA5, CALM3 e TNNI3 no dia 15. Ainda, em relacdo a expressdo do gene IRX3 ao
longo do processo de diferenciacdo, foi observado que ha um pico de expressdo de IRX3
no dia 4 de diferenciacdo para ambos os grupos (ANEXO C - Figura 3).

Além disso, essas células foram avaliadas por citometria de fluxo. Os
resultados mostraram um aumento na porcentagem de eventos positivos a partir do dia 4
da diferenciacdo cardiaca para os marcadores Irx3, Gata4 e Nkx2.5 para ambos 0s
grupos e, através das imagens representativas, observou-se um aumento na
granularidade dos hiPSC-CMs com ES no dia 6 da diferenciagdo (ANEXO C — Figuras
4 eb).

Com relacdo aos parametros funcionais, observou-se uma diminuicdo da
frequéncia dos batimentos dos hiPSC-CMs com ES em relacdo ao controle. Ainda, 0s

parametros tipicos de CaT, como a amplitude transitoria do CaT, o tempo até o pico e a
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taxa de decaimento do CaT, foram significativamente maiores nos hiPSC-CMs com ES

em comparacdo com o controle (ANEXO C — Figura 6).

4.5. Diferenciacdo das hiPSCs em cardiomidcitos com ES

Apo6s a padronizagéo inicial do ES, as hiPSCs provenientes do clone SS109 e
WTD, gerados a partir de fibroblastos, foram diferenciadas em CMs com ES que foi
aplicado por 2h durante o dia 0 a 15 da diferenciacdo. A morfologia destas células foi
analisada e registrada ao longo do processo de diferenciacdo. Ao final dos 15 dias de
diferenciacdo o0s dois grupos apresentaram semelhante eficiéncia relativa de

diferenciacdo com 80 a 90% de &reas contrateis no poc¢o de placa de cultura (Figura 16).
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Figura 16: Morfologia dos hiPSC-CMs CTL e ES durante o processo de
diferenciacdo (200x). Barra de escala: 100um.
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Para testar nossa hipotese de que o ES poderia diferenciar as hiPSCs em um tipo
cardiaco especifico, primeiro avaliamos a expressdao dos fatores de transcricdo IRX3 e
NKX2.5 que estdo associados ao desenvolvimento do VCS® ap6s 15 dias de
diferenciagdo com ES utilizando RT-PCR. A expressdo de IRX3 e NKX2.5 aumentou
pelo ES (1,00 + 0,09 vs 29,75 + 9,65; p = 0,010 e 1,00 + 0,11 vs 92,86 + 31,83; p =
0,012, respectivamente) (Figura 17A). Da mesma forma, a exposi¢do ao ES aumentou a
expressdo dos genes associados a fungdo do VCS (HCN4 e SCN5A)** 2 semanas apds o
ES ter cessado, indicando que as caracteristicas adquiridas hiPSCs-CMs foram mantidas
ao longo do tempo (1,00 + 0,05 vs 3,95 = 0,48; p = 0,0040 e 1,00 = 0,05 vs 3,17 + 0,76;
p = 0,0476, respectivamente). Além disso, o gene que codifica a proteina conexina 43
(GJAL), expresso principalmente em CMs de trabalho, teve sua expressdo diminuida
nos hiPSCs-CM ES (1,00 + 0,19 vs 0,39 £ 0,02; p = 0,0023), enquanto a expressao do
gene que codifica a proteina conexina 40 (GJA5) permaneceu inalterado (1,00 £ 0,05 vs
1,02 +0,13; p =0,9190) (Figura 17B).

Avaliamos a expressdo de TNNI1 e de TNNI3 como indicadores de maturagéo e
observamos que a expressao dos dois marcadores aumentou apds 15 dias de exposi¢do
ao ES durante a diferenciacdo e permaneceu elevada até o dia 30 (TNNI1: 1,00 + 0,20 vs
6,02 £ 1,80; p = 0,0151 no dia 15 e 1,00 = 0,45 vs 6,93 + 0,63; p = 0,0005 no dia 30; e
TNNI3: 1,00 £ 0,12 vs 171,50 + 45,86; p = 0,0023 no dia 15 e 1,00 £ 0,15 vs 18,72 +
2,58; p = 0,0023 no dia 30) indicando que os hiPSCs-CM ES estdo mais maduros em

comparagdo com os controles (Figura 17C).
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Figura 17: O ES regula positivamente a expressao de genes relacionados ao VCS
durante a diferenciacdo cardiaca das hiPSCs. A) Expressdo relativa dos fatores de
transcricdo IRX3 e NKX2.5 no dia 15 da diferenciacdo. B) Expressdo relativa dos genes
cardiacos HCN4, SCN5A, GJAl1 e GJAS5 no dia 30 da diferenciacdo. C) RT-PCR
mostrando a expressdo dos genes de cardiomiocitos maduros, TNNI1 e TNNI3, nos dias
15 e 30 de diferenciacdo. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001 vs. hiPSC-CM CTL.

Para investigar mais a influéncia do ES na diferenciagdo dos hiPSC-CMs em
relacdo ao destino do sistema de conducdo, avaliamos 0s niveis de proteina por Western
Blot. Os niveis de proteina dos marcadores do VSC (contatina-2 e Hcnd4)344
aumentaram significativamente nos hiPSC-CMs expostos ao ES em comparacdo com as
células nao estimuladas (1,00 £ 0,14 vs 4,19 £+ 0,64; p = 0,0082 e 1,00 £ 0,09 vs 3,45 +

0,35; p = 0,0026, respectivamente) (Figura 18A).
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Da mesma forma, o ES aumentou a expressdo de proteinas que servem como
marcadores de maturagdo, como a proteina troponina I, nos hiPSC-CMs ES em
comparagdo com os hiPSC-CMs CTL (1,00 £ 0,87 vs 19,19 + 1,86; p = 0,0009) (Figura
18A).

Além das miofibrilas no citoesqueleto, analisamos as proteinas dos discos
intercalares, proteina de ancoragem relacionada a nebulina (Nrap), uma proteina
estriada especifica do musculo cardiaco que esta concentrada nos discos intercalares*® e
B-catenina, uma proteina das juncBes de adesdo que ancora as miofibrilas*’. Os
resultados mostraram que o ES aumentou a expresséo de Nrap (1,00 = 0,37 vs 4,69 +
1,08; p=0,0317) ¢ B-catenina (1,00 = 0,06 vs 1,59 + 0,19; p = 0,0456) em comparacgéo

com as celulas ndo estimuladas (Figura 18B)
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Figura 18: Aumento da expressdo de proteinas presentes no VCS e discos
intercalados nos hiPSC-CMs ES. A) Niveis proteicos de marcadores cardiacos
contatina2, Hcn4 e troponina cardiaca I. B) Niveis proteicos de marcadores de discos
intercalares, Nrap e B catenina. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. hiPSC-CM
CTL.

Por microscopia confocal, investigamos a presenca de conexinas encontradas
principalmente em CMs responsaveis pelo sistema de geracdo e condugdo de impulsos
(conexina 40) e em CMs que realizam contragcbes poderosas (conexina 43). Os
resultados apresentados na figura 19A sugerem aumento da expresséo e intensidade do
sinal da conexina 40 (sinal verde na sobreposic¢do) nos hiPSC-CMs ES comparado ao
grupo controle. Na figura 19B, enquanto os hiPSC-CMs CTL mostram marcagdes
proeminentes para a conexina 43 (sinal verde na sobreposi¢do), nenhuma expressao

detectavel foi observada nos hiPSC-CMs ES.
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A Sobreposigao a-actinina Conexina 40 DAPI

B Sobreposigao a-actinina Conexina 43 DAPI

| .
N

Figura 19: Imagens de microscopia confocal dos hiPSC-CMs CTL e ES
imunomarcados para as proteinas das jun¢des gap conexina 40 e conexina 43. A)
Aumento da expressdo de conexina 40 (sinal verde na sobreposi¢do) nos hiPSC-CMs
ES. B). Diminuicdo da expressdo de conexina 43 (sinal verde na sobreposi¢do) nos
hiPSC-CMs ES. Miofibrilas (vistas como estrias vermelhas) visualizadas por
imunomarcagdo com um anticorpo contra a-actinina (um componente das bandas Z da
miofibrila) e os nticleos por DAPI (sinal azul na sobreposi¢do). Barra de escala: 10 pm.
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A presenca de proteinas que contribuem para o controle da contracdo nos

niveis de filamentos finos e grossos, troponina cardiaca | e proteina C de ligacdo a
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miosina (MyBP-C), respectivamente, ¢ a proteina crosslinker de actina, a-actinina (um
marcador classico para o disco Z) é mostrada na figura 1A do anexo D. Observa-se um
aumento no numero de células positivas e no sinal de intensidade para troponina
cardiaca | (sinal vermelho na sobreposi¢cdo) nos hiPSC-CMs ES. No entanto, a
expressdo de MyBP-C e a-actinina foram semelhantes nos dois grupos (Figura 1B e C —
Anexo D).

Além disso, para investigar mais detalhadamente a influéncia do ES na
maquinaria contratil dos hiPSC-CMs, analisamos uma regido especifica dos sarcomeros,
a banda M. Na figura 2 do anexo D, observamos a principal proteina marcadora da
banda M, a miomesina, e 0 marcador maduro da banda M, a proteina M, expressas de
forma semelhante nos dois grupos. Ainda, é possivel obsevar que a forma e a estrutura
miofibrilar dos hiPSC-CMs CTL e ES parecem semelhantes, apresentando estrias
claramente visiveis, distintas, discos Z discretos e bom alinhamento das miofibrilas.

A presenca de filamentos intermediarios que sdo expressos em células
mesenguimais ou CMs imaturos (citoqueratina e vimentina) e em CMs (desmina) é
mostrada na figura 3A do anexo D. Observa-se colocalizagdo de a-actinina (marcador
de disco Z) e citoqueratina nos hiPSC-CMs CTL (sinal vermelho e verde,
respectivamente, em sobreposicdo), mas nenhuma expressao detectavel foi observada
nos hiPSC-CMs ES. Enquanto apenas poucas células foram positivas para vimentina
sem colocalizagdo com MyBP-C (marcador de miofibrilas) (Figura 3B), foram
encontradas células positivas para desmina co-localizadas com MyBP-C para ambos 0s
grupos (Figura 3C). A imunofluorescéncia indicando locais de colocalizacdo de a-
actinina e citoqueratina revela que ainda existem hiPSC-CMs imaturos no grupo

controle, o que ndo é observado nos hiPSC-CMs ES.
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Por fim, analisamos as propriedades elétricas dos hiPSCs-CM expostos ao ES
durante a diferenciacdo para avaliar se as alteracbes moleculares relatadas foram
acompanhadas pelas caracteristicas funcionais esperadas.

Nossos resultados mostraram que 0 tempo necessario para atingir o pico de
CaT foi aproximadamente 82% mais lento nos hiPSC-CMs ES do que o controle (74,45
+ 11,85ms vs 209,80 £ 18,08ms; p<0,0001) e o tempo para atingir 90% do decaimento
do CaT foi aproximadamente 78% maior nos hiPSC-CMs expostos ao ES comparado ao
controle (375,30 + 12,49ms vs 669,20 + 112,50ms; p=0,0071) (Figura 20A).
Finalmente, os hiPSC-CMs expostos ao ES exibiram velocidade méxima de condugédo
60% mais rapida (0,48 + 0,06AF/ms vs 0,76 = 0,07AF/ms; p=0,014) e dura¢do do AP
24% maior em 90% da repolarizagédo (224,0 £ 7,71ms vs 277,50 + 17,45ms; p=0,0075)
em comparacdo com as células ndo estimuladas (Figura 20B). Em conjunto, essas Sao

caracteristicas tipicas das células cardiacas especializadas em conducao.
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Figura 20: Influéncia do ES nos transientes intracelulares de céalcio (CaT) e no
potencial de acdo (AP) nos hiPSCs-CMs. A) O tempo para atingir o pico € mais lento
e 0 tempo para atingir 90% de decaimento de célcio é maior nos hiPSC-CMs ES em
comparacdo com os hiPSC-CMs CTL. B) Maior velocidade maxima de conducédo e
maior duracdo do AP em 90% da repolarizagdo nos hiPSC-CMs ES em comparacao
com hiPSC-CMs CTL. Simbolos ® ¢ A significam medi¢oes individuais para mostrar
alcance e distribuicdo de resultados expressos em média + desvio padrdo. * P < 0,05, **
P <0,01, **** P <0,0001 vs. hiPSC-CMs CTL. ms = milissegundos.
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5. DISCUSSAO

5.1. Geragdo e caracterizagéo das hiPSCs e dos hiPSC-CMs

O projeto de pesquisa iniciou com a novidade de utilizar UPCs como substrato
para a reprogramacéo em hiPSCs e posterior diferenciagdo em hiPSC-CMs. A utilizagdo
das UPCs possui a grande vantagem de serem facilmente obtidas a partir de uma
amostra de urina que é coletada pelo préprio individuo através de um procedimento de
rotina ndo-invasivo, facilitando a doacdo de amostras. Além disso, estudos
demonstraram que as UPCs possuem uma alta propensé@o a serem reprogramadas, pois
sdo células multipotentes e ja expressam alguns marcadores de pluripoténcia®. A técnica
para geracdo de hiPSCs a partir de UPCs ja havia sido descrita na literatura®*®, porém
noés estabelecemos um novo protocolo no laboratério que foi publicado no inicio de
2017 na revista Current Protocols in Human Genetics.

Nesse estudo, foram geradas hiPSCs reprogramadas de UPCs do individuo
UPC4 através do método de reprogramacdo ndo-integrativo epissomal. Esse método foi
escolhido, pois os plasmideos epissomais ndo apresentam capacidade de se integrar ao
genoma. Por outro lado, o método de integracdo viral estd cada vez sendo menos
utilizado, pois possui grande desvantagem ao apresentar riscos de mutagénese causados
pela integracdo de uma ou mais sequéncias virais no genoma, podendo interferir na
posterior capacidade de diferenciagdo®:.

Os clones de hiPSCs foram caracterizados quanto ao seu potencial de
pluripoténcia a partir de ensaios padrdes da literatura onde essas células sdo avaliadas
conforme sua morfologia, presenca de marcadores moleculares e proteicos, capacidade

de diferenciacdo nas trés linhagens germinativas e integridade cromossdmica.
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Os clones de hiPSCs caracterizados expressaram os marcadores moleculares de
pluripoténcia e também apresentaram positividade na expressdo de marcadores
proteicos relacionados ao potencial de pluripoténcia das hiPSCs, conforme esperado
para este tipo celular. No entanto, apesar do clone U4MV1 expressar genes de
pluripoténcia, apenas uma pequena quantidade de células foi positiva para o fator de
transcricdo Oct4 e marcador de membrana Ssea4 (menos de 15% de eventos positivos)
(Tabela 4). Além disso, através da técnica de imunofluorescéncia foi possivel observar
que apenas uma parte das hiPSCs deste clone expressaram as proteinas marcadoras
células-tronco pluripotentes (dados ndo mostrados).

A avaliacdo de pluripoténcia também foi verificada in vivo com o ensaio de
formagdo de teratoma e sua capacidade de diferenciacdo nas trés linhagens
germinativas. A formacdo de teratoma foi observada em apenas um dos trés clones
analisados. Isso possivelmente deve ter ocorrido devido ao fato que os camundongos
imunodeficientes ndo terem sido mantidos de forma adequada em nosso biotério para
esta condicdo. No entanto, como todos os outros testes aplicados para verificacdo de
pluripoténcia nos clones de hiPSCs foram bem sucedidos, nos acreditamos que foram
testes suficientes para a caracterizacdo dessas células.

Outro ponto importante que deve ser verificado nas hiPSCs é a integridade
cromossdmica das células através do teste de cariotipo. Os caridtipos anormais foram
encontrados em trés dos seis clones analisados, sendo que a alteracdo evidenciada foi a
mesma em todos os clones (trissomia do cromossomo 1). As anormalidades cariotipicas,
cromossémicas e gendmicas ndo sdo raras nas hiPSCs. A reprogramacdo e o cultivo
(ambos de curto e longo prazo de cultura) destas células é um processo estressante
porque as hiPSCs sofrem um nimero muito alto de divisbes celulares em um curto

periodo de tempo. Muitas pesquisas estdo sendo realizadas para entender 0 mecanismo
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exato e as possiveis solucdes para superar esse problema. Esses resultados de cariotipo
com anormalidades podem ser atribuidos pelas condi¢Bes de cultura que utilizamos
(passagem das células com Versene), que mostrou favorecer a presenca rapida de
mutacOes em hiPSCs, em comparagdo com passagens mecanicas®2. Outros estudos
especificos devem ser realizados para verificar se ha realmente uma relacdo entre o
protocolo que utilizamos para a passagem das células e a anormalidade genética que
frequentemente observamos, pois esta alteracdo poderia resultar da selecéo de células da
populacgéo inicialmente reprogramada.

Conforme foi reportado anteriormente, apesar do protocolo de diferenciacéo
cardiaca ser amplamente utilizado no laboratério em hiPSCs provenientes de
fibroblastos, quando este mesmo protocolo foi aplicado em hiPSCs provenientes de
UPCs ndo obtivemos sucesso. Porém, ndo foi possivel correlacionar esse fato com a
origem das hiPSCs, pois existe uma alta variabilidade genética inerente de cada
linhagem celular. Apesar da grande semelhanca das hiPSCs provenientes de fibroblastos
e UPCs, os clones de hiPSCs apresentam diferencas nas suas taxas de proliferacédo e
diferenciacdo que sdo rotineiramente observadas. Ainda, como cada linhagem apresenta
padrdo de expressdo especifico para seus fatores de crescimento, as hiPSCs
possivelmente demandarado diferentes concentracGes de reagentes para a diferenciacgéo.

Com isso, foi feita uma extensa revisao bibliografica e foram feitas adaptacdes
neste protocolo de diferenciacdo a fim de resultar em células contrateis. Entre os
diversos testes que foram feitos, as modificagdes que foram testadas que mostraram
melhor resultado foram: 1) aumentar a concentracdo de células antes da diferenciag&o;
2) diminuir a concentragdo de uma droga especifica da fase inicial desse processo
(GSK3, responsavel por dirigir as células pluripotentes para o estagio de

mesendoderme); 3) aumentar o volume do meio de cultura utilizado em dias especificos
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do processo de diferenciacdo. Apos as variacdes realizadas nesse protocolo foi possivel
obter hiPSC-CMs contréateis apos 8 e 10 dias do inicio da diferenciag&o.

O protocolo adaptado desenvolvido neste projeto foi capaz de eficientemente
gerar hiPSC-CMs contrateis com alta eficiéncia relativa. Apds a conclusdo desta etapa
de padronizacdo do protocolo de diferenciacdo, os hiPSC-CMs gerados a partir de UPCs
e fibroblastos foram caracterizados pela presenca de marcadores moleculares e
proteicos. Como a caracterizacdo destas células foi feita 15 dias ap6s o inicio do
processo de diferenciacdo é esperado que elas expressem genes e proteinas marcadores
de células progenitoras cardiacas (Gata4, Nkx2.5, Mef2c e Mespl), que ndo sao
expressos ou possuem baixa expressdao em cardiomidcitos adultos. Porém, também foi
observada a expressdao de genes marcadores de células cardiacas adultas (KCNJ3,
MYL2, HCN4 e TNNI3). Com isso, evidencia-se que neste momento da diferenciacéo
analisada (dia 15) existem populacdes de células imaturas e maduras ou que estas
células estdo em processo de maturacéo.

Interessante também observar a composicdo da populacdo dos hiPSC-CMs
gerados neste protocolo de diferenciacdo. Cada tipo de CMs possui caracteristicas
especificas em relacdo a sua morfologia, expressdo de marcadores moleculares,
parametros funcionais e funcdo®’. Através da analise PCR, nota-se que ha expressdo de
marcadores de CMs ventriculares (MYL2), atriais (KCNJ3) e de condugdo (HCN4)?>%.

Estes dados sugerem que este protocolo gera uma populacdo mista de cardiomidcitos.

5.2. Diferenciacéo das hiPSCs em cardiomidcitos com ES
Neste estudo, fornecemos evidéncias que o ES aplicado durante o processo de
diferenciacdo direciona os hiPSC-CMs, gerados a partir de fibroblastos, para as células

do tipo de condugdo cardiaca. Nossas descobertas também mostraram que o ES
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influencia a maturacdo da citoarquitetura dos hiPSC-CMs, ndo apenas nos niveis de
miofibrilas, mas também nos discos intercalares.

O ES tem sido amplamente utilizado para melhorar a matura¢do dos hiPSC-
CMs considerando que essas celulas exibem um fenotipo fetal. No entanto, a maioria
dos estudos publicados relatou a aplicagdo do ES em hiPSC-CMs diferenciados, mas
ndo durante seu processo de diferenciacio?®?%®, Concluimos que, durante o
desenvolvimento, as células do coracdo sdo particularmente sensiveis ao seu ambiente
(incluindo matriz extracelular, fatores sollveis, sinais mecéanicos e elétricos), que
influenciam o comprometimento da linhagem cardiaca. Estabelecemos um protocolo
para aplicar o ES no inicio da diferenciacdo das hiPSCs (no dia 0) para testar se o
estimulo poderia afetar tanto o destino quanto o status de maturacdo dos hiPSC-CMs
gerados.

Nossos resultados mostraram que, em comparagdo com as células ndo
estimuladas, a expressdo dos fatores de transcri¢do essenciais para o desenvolvimento e
a funcdo do VCS, IRX3% e NKX2.5, estava aumentada nos hiPSC-CMs ES 15 dias
desde o inicio da diferenciacdo. O aumento induzido por ES na expressdo de NKX2.5
foi relatado anteriormente em hiPSC-CMs?, mas nfo na ativacdo do IRX3. O NKX2.5
exibe uma ampla influéncia nas vias cardiacas gerais, mas sua interacdo com o IRX3 é
essencial para o desenvolvimento e amadurecimento do VCS. De fato, esses fatores de
transcricdo regulam a propagacéo elétrica do VCS através da modulacdo negativa da
conexina 43 (codificada por GJA1) e da modulagédo positiva da conexina 40, ambos
genes que codificam proteinas da juncdo gap?*3. Os resultados de RT-PCR forneceram
suporte a essa ideia, pois, no dia 30 de diferenciacdo, nds observamos expressao
semelhante de GJAS e menor expressdao de GJAL nos hiPSC-CMs ES comparado com

as células ndo estimuladas. Dados adicionais foram fornecidos pelas imagens de
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microscopia por confocal no dia 60 demonstrando uma intensidade de sinal maior e
menor de conexina 40 e 43, em hiPSC-CMs ES versus células ndo estimuladas,
respectivamente. E importante enfatizar que o ensaio de imunofluorescéncia posterior
foi fundamental para analisar a morfologia detalhada e a localizagdo correta das
conexinas nos hiPSC-CMs, confirmando nossos achados. Portanto, com base no fato
que os hiPSC-CMs expostos ao ES aumentaram a expressdo da conexina 40 (expressa
principalmente em células de conducdo) enquanto reduziram a conexina 43 (expressa
principalmente em CMs de trabalho)®?, nossos resultados indicam que o ES induz a
diferenciacdo das hiPSCs em uma populacdo especifica de CMs, como os presentes no
VCS.

O Navl.5, codificado por SCN5A, desempenha um papel central na
excitabilidade dos cardiomidcitos e na conducdo adequada de impulsos elétricos
cardiacos, enquanto o Hcn4 é necessario para a atividade de marcapasso® 3. Nossos
achados também mostraram que a expressdo desses dois genes foi regulada
positivamente no dia 30 nos hiPSCs-CM expostos ao ES por 15 dias durante a
diferenciacdo. Além disso, os niveis de proteina de Hcn4 e contactina-2 foram maiores
quando o ES foi aplicado. Existem poucos estudos nos quais os marcadores do VCS
foram investigados no hiPSCs-CM com ES, com resultados divergentes. Enquanto um
estudo mostrou que o ES aumenta a expressdo de GJAL e TBX5%, outro mostrou
aumento de GJA5 e diminuicdo de HCN4%®. Além disso, Eng e colaboradores (2016)
observaram a regulacdo positiva dos genes GJAS e SNC5A nos hiPSCs-CM expostos ao
ES?. Esses dados s3o consistentes com a ideia de que o ES aplicado em hiPSCs-CM
diferenciados, que é uma populacéo celular mista, pode dar origem a uma variedade de

fenotipos celulares, enquanto no presente trabalho, o ES foi realizado durante o
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processo de diferenciacdo e pode explicar sua influéncia sobre o destino e maturagéo
dos hiPSC-CMs expostos ao ES.

Os midcitos encontrados no sistema especializado em conducéo (especialmente
as fibras de Purkinje) possuem CaT mais longos®, despolarizacdo extremamente rapida
(produzida por uma corrente robusta de sodio (Ina)) e fase de repolarizagdo mais lenta
em comparagdo com os CMs ventriculares / de trabalho®’. Como o principal canal de
sodio cardiaco que carrega a Ina € 0 Nav1.5, o influxo de ions de s6dio por esse canal é
responsavel pela rapida elevacao inicial do AP cardiaco e pela conducdo do impulso
elétrico em todo o coragdo®%. Os dados funcionais combinados com a maior expressao
de SCN5A, o CaT mais longo, a despolarizacdo mais rapida do AP e menor duracdo do
AP com 90% de repolarizagdo em comparacdo com células ndo estimuladas, sdo
consistentes com a ideia de que o ES diferencia as hiPSCs em CMs com caracteristicas
funcionais do VCS. Interessantemente, Nunes et al (2013) observaram dados funcionais
semelhantes utilizando um protocolo diferente de ES combinado com o cultivo
tridimensional de CMs derivados de células-tronco embrionarias. No entanto, como 0
ES foi aplicado ap6s 20 dias da diferenciacdo e os marcadores do VCS ndo foram
avaliados, os autores correlacionam a melhora das propriedades funcionais com a
maturacio dos CMs?’.

Conforme nossos resultados, trabalhos anteriores também observaram maior
expressdo de troponina cardiaca em hiPSC-CMs expostos ao ES?*-%°. E importante notar
que, apesar de esse marcador estar relacionado a organizacdo e maturidade das
miofibrilas e ser tipico para CM contrateis*’, analisamos outras proteinas sarcomericas
(MyBP-C, miomesina e Proteina M) e sua expressao foi semelhante entre ao grupo com
ES e o grupo controle (Anexo D). Além disso, como a Tnni3 é um dos marcadores mais

bem descritos de melhor maturagdo dos cardiomidcitos*, o aumento da expresséo desse
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gene e proteina no grupo com ES aponta para uma populacdo de hiPSC-CMs com
fendtipo do tipo mais adulto. Apesar desses achados, os mecanismos moleculares pelos
quais o ES afeta a diferenciacdo e a maturagdo dos hiPSC-CMs permanecem
obscuros?:°3,

Os discos intercalares sdo os principais locais de interconexdo entre CMs
adjacentes e orquestram as contracdes cardiacas coordenadas para conduzir
adequadamente os sinais eletroquimicos e mecénicos*’8, Embora a expressdo da
proteina das jungBes gap seja comumente analisada em estudos usando hiPSC-CMs?-%,
existem poucos estudos que examinaram outros componentes dos discos intercalares.
Em nosso estudo, a expressdo de Nrap e [3-catenina aumentou nos hiPSC-CMs expostos
ao ES. A modulagdo da sinalizagdo Wnt / $-catenina desempenha um papel importante
na diferenciagdo dos CMs a partir das hiPSCs e formacdo das juncBes gap”®. A
expressdo de Nrap estd envolvida tanto na miogénese miofibrilar durante o
desenvolvimento quanto nas conexdes célula-célula no muisculo maduro®** e pode
ajudar a explicar porque os hiPSC-CMs expostos ao ES sdo possivelmente mais

maduros que os hiPSC-CMs CTL.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi estabelecido e publicado um protocolo robusto de
reprogramacao de hiPSCs a partir de UPCs. Posteriormente, foi adaptado um novo
protocolo de diferenciacdo destas células em cardiomidcitos. Nossos dados mostraram
que as hiPSCs provenientes de UPCs e fibroblastos se diferenciaram com sucesso em
CMs gerando uma populacdo mista destas células. Desta forma, as hiPSCs obtidas a
partir de UPCs podem ser uma fonte alternativa para gerar hiPSC-CMs.

Em conjunto, nossos resultados mostraram que o ES aplicado durante a
diferenciacdo das hiPSCs reprogramadas de fibroblastos direciona esses cardiomidcitos
a desenvolverem um fenotipo de células do tipo de conducdo cardiaca com
citoarquitetura mais madura. Assim, os hiPSC-CMs expostos ao ES durante a
diferenciacdo podem ser cruciais para o desenvolvimento de células especializadas de
conducédo para modelagem de doencas cardiacas, triagem de medicamentos individuais
em uma plataforma do tipo medicamento de precisdo e apoiar o desenvolvimento de

novas terapias para arritmias.
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8. ANEXOS

Anexo A — Aprovacio pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa

(CAPPesq).

yus !
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reee HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA * *«-Q’ "W“W
- USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estimulo mecanico como componente chave para a maturagao e caracterizagao de
cardiomiécitos humanos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas.

Pesquisador: Jose Eduardo Krieger

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 61256316.0.0000.0068

Instituigao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA U S P
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.788.282

Apresentac¢do do Projeto:

Trata-se de projeto intitulado "Estimulo mecanico como componente chave para a maturagédo e
caracterizagdo de cardiomiécitos humanos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas"
Objetivo da Pesquisa:

Trata-se de projeto com células tronco pluripotentes coletadas de urina humana, e induzidas a
cardiomidcitos. Serdo analisadas in vitro com vistas ao papel do estimulo mecénico em sua caracterizagéo e
maturagao

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sao modestos e os beneficios poderao ser importantes, dada a prevaléncia de infarto e outras
afecgbes com destruigao miocardica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto est4 corretamente elaborado e traz conceitos atualizados e clinicamente relevantes
Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

O TCLE ¢ adequado.

Recomendagodes:

Nao ha

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.im.usp.br
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Continuagao do Parecer: 1.788.282

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de inadequagdes:

Nao ha pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugao CNS n? 466/12 - cabe ao pesquisador; a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar reiatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados peio
CEP, a quaiquer momento; d) manier em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagd@o, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f} justificar perante ao CEP interrupgao do projeto ou a néo publica¢do dos resuitados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
informagdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO_P | 21/10/2016 Aceito
de Projeto ROJETO_808887.pdf 12:28:30
Outros ON_LINE_ASSINADOQ.pdf 21/10/2016 | Elaine Lagonegro Aceito

12:27:53 | Santana Martinho
Folha de Rosto FR_ASSINADA pdf 21/10/2016 | Elaine Lagonegro Aceito
12:27:31 | Santana Martinho
Outros Declaracac_de_doutorade_Thayane.pdf| 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegeri Aceito
17:42:28
Qutros Aditivo_ao_termo_de_outorga_2015 50; 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegeq Aceito
216_5.pdf 17:37:08
Outros Avaliacao_Antecipada.pdf 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegel Aceito
17:33:17
Outros ParecerParte_|_Thayane.pdf 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegerq Aceito
i 17:31:10
Qutros PARECER_PCAR_SDC _4455_16_121_j 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriege Aceito
anonimizado.docx 17:30:15
Qutros Analise_Orcamentaria_SDC_4455_15_1] 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegerl Aceite
21.pdf 17:29:12
QOutros Carta.pdf 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegeri Aceito
17:28:42
Outros Orcamento_Thayane.pdf 11/10/2016 |{Jose Eduardo Kriegerl Aceilo !
17:27:35 |
Qutros Anexo_A.pdf 11/10/2016 | Jose Eduardo Kriegerl Aceito
17:26:07
TCLE / Termos de | TCLE_projeto_Thayane.pdf 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegery Aceito
Assentimento / 17:25:02
Endere¢o: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5% andar

Bairro: Cerqueira Cesar
UF: SP
Telefone:

CEP: (5.403-010

Municipio: SAC PAULO
(11)2661-7585

Fax: (11)2661-7585 E-mail:

cappesq.adm®@hc.fim.usp.br
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Auséncia TCLE_projeto_Thayane.pdf 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegerj Aceito
17:25:02

Projeto Detalhado / | Projeto_doutorado_Thayane.pdf 11/10/2016 |Jose Eduardo Kriegerl Aceito
Brochura 17:24:29
Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 24 de Outubro de 2016

£ssmado por:
ALFREDO JOSE MANSUR COMISSAO CIENTIFICA
(Coordenador) RECEBIDO
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Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05,403-010
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Anexo B — Termo de consentimento livre e esclarecido.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAD PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTD LIVRE E ESCLARECIDND

. [ados da pesquisa:

Thulo des pesguisa: Estimule mecanico como componente chave pars 2 maturag@o e camcterizagso de
CArdomiSCitos humanas dervadas de celulas-tronoos pluripotentes induzidas

Pezquizsdor pringipal Prof. Jose Edusrdo Krieger

Deparstamento/instityto: Laboratorio de Ganstica & Cardiolomia Maleoulsr - Instibuto go CorscBo — Hospitsl das
Clinicas d= Faculdade d= Medicna da Universidede de 520 Paulo - HCFRIUSP

De acordo com & resolucao 58/2042 o5 sepsntes conteddos devem fazer parts das explicagtes sobre & pesquiss.

. Descricao = objetive da pesguisa:
Wors = comddsdo = participar coma woluntanic do projeto: Estimulo macRico como componEnts chave para s
maturacan & caracterizacBo e cardiomiccitos humanos derivades de celulas-troncos plunipotentes induzidas
A sum participec®o neste sstudo & totalmente voluntaca. Antes de decdir @ resoeito de sua participacso, voo=
receDeErs algumas informagtes para comaresnder este estudo & fazer sus esoole. Este documento, derominsdo
Terma ce Consantimento Livre & Exclarecido (TCLE], contem todas a5 informagdes sobre o estsdo, seus objetivos,
neneficios, risoos, Gesconfortos & seu direito de sir do mesmo & qualquer moments sem haver qualquer prejuizo
&m s=u tratamants OU ns relsglo com oS madicos & & equine de sElde responsavel palo seu cuidedo.
&z informagtes abaing deversio sar Gdas, & voce podars asclarecer todes a5 dlwidas gue tiver. Apanas quandos
&ntender & quends decidir participar do estsdo devers rubricar & assiner as duas viss geste documento. Ums via
ficara com o wooE & 8 putre com oo pasquisador responsavel pals sstuda.
Este esftudo envolee inhr'nm_:iu contidas em sEu pn:!n‘h.rin'-:! e d-:-a.-_:in de uma amostra de sue LNine para qus
sejam izoladas cflules muito ranes, gue &5 vezes nEo s30 encontradas, & gue t=m ootencial de s= transformar em
outros tipos de cefulas. O laboretorio tem 0 interesse em estudar & aprimoras esse processo QUE & pOUCD

conbscida.

Ruorica sujeito da pasguisa ou responsEvel:
Rubrica responsavel pelo projato: TOLE wersap 19 2608/ 2048
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Sarso mvaliadas as mmostras de wine de participantes ssudaveis (controle] = cisgnosticsdos com proolemas
cardiovasculares [no coracac], para entender esse potencial de transformacio cessas celulas raras. As Bmastres

de urina seriio armazenadas em biorepositorio (ol aproprisdo pars guardar as amostras de urina).

nl. Procedimentos que serdo realizados e metodos que s=rdo empregados:

Coketa de wring:

Sara coletade uma quantidade entre 30 mi = 400 mi e urina em frascos ooletores estereis,

Iv. Riscos & beneficios esperados:

Riscos: Risoo minimo.

O riscos relstivos B colets de wine s3o mikimos, mas pode ooorrer contaminacEo do materisl biokagioo, pare
evitar que isso scontegs, um profissional irs orienta-lo como proceder pars reslizar a colets, desce & higenizagso
de bmlatéatntr:gu do frasco coletor com urina. Outro desconforto pode ser o tempo para que 3 sus bexga se
=ncha & consiza coltar Lme amastre, no =ntants bE ume sals de azpsrs pam wtilizar.

Beneficios esperodos parg o participonts:

O pacients ndo ters Deneficios diretos &m particpar da pesguisa, mas B GosCE0 da Do wine Bjuders na reslizagso
de pasquisas dentificas & avalacao do pertil de algumas dosncas.

Rubrica sujeitn g pesguisa ou responsavel:
Rubrica responsavel pelo projetoc TOE wersig 19 2508/ 2048
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V. Esclarecmentos dados pelo pesguisador sobre garantias do sujeito da pesquisa consignado

1 Vock ters mcmszo, guakgquer mommenba, Bz iﬂ-urrna.n_:Eﬂ sobre procedimentos, riscos = benedicios
relaconacos A pesquise, inclusive pam eventusis diides;

2 VocE tem plens fberdace de ndo sutorizar & sus partidpacio utifzscdo da colet da sus urine pars ser
usada nessa pesquisa = isso nBo Ihe trard nenhum arejuizo. Portanto, o uso G0 material pars sssa pesquisa
53 sere feits apos sua leiburs, snterdimento & consantimanta das informsges contidas pesse termo de
cons=ntimento.

3. Voce pode, 8 gualquer momeants, fazer 8 retirsds do consentiments, ou seja, vocR pode dasistir do astuda
Em qualquer MOomERT SEm que hajs qualiguer prejuizo.

4. Direito de confidencislidage: 45 informacdes obtides serSo snalissdas =m conjunto com o owtos
participantes, serd fornecido WM namero de registro @ Pus aMOostE, RS0 sendo divulgeda & identiticacso
de nenhuma pessom, ou s=f, sua identidsde sere sempne presereads. Esses dados mstmran BpENAS
disponiveis &0 coondenadar do projeto.

3. VocE ndo ters nenhuma despess provenients de partidpacdo nesse sstudn, mas tambsm nda ters
nenhwm garho msterisl

£ O participante ds pecquiss tera direito & indenizacio por evenbusis daRos decomentes ds pesguisa.

7. Os participamtes qus concordarem &m participar do projeto deverso sssinar o termo de consentmento
live & esclaredco. © nE0 Consentimento N0 sCarTetara ne el o= atendimento no Instituto oo
Coragio/HOFMUSP ou de gualquer outrs instituiciio particioante/comboradors desse projeto.

E. VDCE mssinare as duas wias do t2rmo de conssntimento Sere esclareico de igual t=or & recesera por
direito uma das vizs para conkroje pessosl.

5. A& mmostra coletsgs serd processads e Armazensds em Danco/repositorio no laboratdrio o= Genetics e
Cardiologia Moleoular.

10, Em gualquer etapa do estudo, vOOR terd acesso acs profissionsis responsdveis pela pesguisa pars
esclarecimento de eventusis duvidas. O principal investigadar & o Prof. Jose Sdusndo Krisger que poders
ser encontrado no endereco &v. Or. Eness Camalbo de Aguiar, n® 44, 10 andar. Telefone: 11 2EE1-1375. S
o 5r.a| tiver alzume consideracan ou divida sobre 8 stics da pesquiss, entre em contato com o Comite de
Ericn =m Fesguisa [CEF] — Rua Owidio Fires de Camoos, 229 — 52 mncar — tak [11) 2661-7383 f 2661-134%5
ZEE1-15345 — E-mail: sappecq. admfbha. Sn.usp br

Ruibrica sujeitn G2 pesguisa ou responsavel:
Rubrica responsavel pelo projeto: TOE werso 12 25/08/2016
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAQ PAULO-HCFMUSP

Eu disouti com @ =guipe do Frof. Jose Eduardo Krieger sobre @ minha decisfo em participar nesse sstudo. Ficaram
clarcs para mim guais s80 05 propositas ¢o estudo, os procecimentos & serem realizasos, s=us desconfortos =
riscos, 85 gamEntiss de confiderdialidace = de ssclarecimentos permanent=s. Ficou claro tambem gue minha
oarticipagsn & is=ptm de despazas = gue tepho EErEntiz o mcesio B tratamerto hospitslar quando necsssaco.
Concorde voluntariaments em partidper deste estudo £ poderei retirar o meu consErtimento & qualguer
maomento, abes cu Gurante o mesma, sem penaligedes ou prejuizo ou perds de qualiguer benefico que U possE

ter adquirido, cu no mew atendiments neste Servips.

Assinatura do padiente/representante legal Oata §

Assinatura da testemunba Datn §

Purm casos o omdentes menores de 1E anos, snafeostos, semi-ananbetos ou portedores ge deficiEnce sucitive

o wizusl.

{Somente porg o responsavel 9o projehc |

Deciaro que obtive de forma aoropriads & voluntasia o Consentimento Livre = Escarecide deste pacients ou
repressntant= legal para @ particoagio neste estudo.

Aszinatura do responsive] pelo estudo Datn A

Ruworica sujeito ca pesguisa ou responsavel:
Rubrica resoonsavel pelo projeto: TOLE werso 12 26082046
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CBF e TELEFONE DOD |... ... :I ..................................
DADQS SOBRE A PESOUIGA

ATTULD DO PROTOCOLD DE FESOUISA: Estimulc mecanito como Comoonente chave pars & maturscio &
caract=rizagao de cardiomiodtos humanos defvacdos de p2iulas-troncos pluripotentes induzicas

1. PESOUNZADR: Frof. lose Edusrdo Erissar

UMERD INGCRICAD CRME EL53

CARGOFUNCED: Diretor do Laboretorio de Ganatics = Cardiciogia Moleculsr

UMIDADE DHD HCFMIUSP: Instituto o Comcio — Laborntorio de Senstics & Cardiclogia Molecular

3 Avauaco Do RIS DA FESOUISA:

RECD MINIRAD x EGOMEDIC o
RISCOBAND o EGCOMAICE o
2 DURACED D4 PESOUISA: 35 meses

Ruibrica sujeitn G2 pesguisa ou responsavel:
Runrica responsavel palo projekoc TOLE wermo 19 25/08/2018
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Anexo C - Resultados suplementares da padronizacdo da diferenciacdo das hiPSCs em

cardiomiocitos com ES.

A hiPSC-CMs CTL hiPSC-CMs ES

B
40x- -

100 x

Figura 1: Morfologia dos hiPSC-CMs CTL e ES apos 15 dias de diferenciacéo (40
e 100x). Barra de escala: 100 e 200pm
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Figura 2: Expressdo molecular dos hiPSC-CMs controle (CTL) e com ES por
gPCR no dia 6 e 15 da diferenciacéo (D6 e D15, respectivamente). Resultados
expressos como media + DP. # P<0.05; ## P<0.01, vs. hiPSC-CMs CTL D6; * P<0.05,

vs. hiPSC-CMs D15.
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Figura 3: Perfil de expresséo do gene IRX3 durante o processo de diferenciagdo de
hiPSCs em CMs. Dados expressos como media * P<0.05; ** P<0.01 ; *** P<0.001 vs.
hiPSC (dia 0).
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Figura 4: Porcentagem de eventos positivos obtidos por citometria de fluxo dos
marcadores progenitores cardiacos Irx3 (A), Gata4 (B) e Nkx2.5 (C) durante o
processo de diferenciacdo de hiPSCs em CMs.
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Imagens representativas de citometria de fluxo mostrando a

porcentagem de eventos positivos para Irx3, Gata4 e Nk2.5 no dia 6 (A) e 15 da

diferenciacéo (B).
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Figura 6: Caracterizagdo funcional dos hiPSCs-CMs CTL e ES analisados no dia
30 da diferenciacdo. Resultados expressos como media = DP. * P<(0.05, ****
P<0.0001 vs. hiPSC-CM CTL. CaT: transiente de célcio, ms: milisegundos, s:
segundos.
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Anexo D - Resultados suplementares da diferenciacdo das hiPSCs em cardiomidcitos
com ES.

A Sobreposigdo cTNI Faloidina DAPI

hiPSC-CMs CTL

hiPSC-CMs ES

B Sobreposi¢do MyBP-C Faloidina DAPI

hiPSC-CMs CTL

hiPSC-CMs ES

C Sobreposi¢do a-actinina Faloidina DAPI

hiPSC-CMs CTL

hiPSC-CMs ES
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Figura 1: Micrografias de microscopia confocal dos hiPSC-CMs CTL e ES
imunomarcados para as miofibrilas troponina cardiaca I (TNI), proteina C de
ligacdo a miosina (MyBP-C) e a-actinina. A) Maior numero de células positivas para
cTNI (sinal vermelho na sobreposicao) nos hiPSC-CMs ES. B-C) Expressdo semelhante
de MyBP-C e a-actinina (sinal vermelho na sobreposicdo), respectivamente. Os
filamentos de actina podem ser visualizada por faloidina (sinal azul na sobreposicéo) e
os nucleos por DAPI (sinal cinza na sobreposicéo). Barra de escala:10 pum.

Sobreposigdo Miomesina Proteina M DAPI

hiPSC-CMs CTL

hiPSC-CMs ES

Figura 2: Micrografias de microscopia confocal dos hiPSC-CMs CTL e ES
imunomarcados para as miofibrilas. As bandas M foram coradas com anticorpos de
camundongo contra miomesina (sinal vermelho na sobreposicdo) e proteina M (sinal
verde na sobreposi¢do) e os nucleos foram visualizados com DAPI (sinal azul na
sobreposicdo). Expressdo semelhante de marcadores das bandas M para ambos o0s
grupos. Barra de escala: 10 pum.
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Figura 3: Micrografias de microscopia confocal dos hiPSC-CMs CTL e ES
imunomarcados para os filamentos intermediarios citoqueratina, vimentina e
desmina. A) Indetectavel colocalizacdo da marcacdo de a-actinina e citoqueratina nos
hiPSC-CMs ES (sinal vermelho e verde, respectivamente, em sobreposi¢do). B) Poucas
células positivas para vimentina sem colocalizagdo com MyBP-C (sinal vermelho e
verde, respectivamente, em sobreposi¢do). C) Numero semelhante de células positivas
para a desmina colocalizadas com MyBP-C (sinal vermelho e verde, respectivamente,
em sobreposigdo) foram observados em ambos os grupos. Os nucleos foram corados
com DAPI e sdo mostrados em azul. Barra de escala: 10 um.
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