Analise in silico da expresséao de genes ligados a autofagia e
a pluripoténcia em banco de dados de microarranjos de
IPSCs, ESCs e células somaticas

Pelotas, 2014



http://www.ufpel.tche.br/

MARIANA BRUTSCHIN PEREIRA

Andlise in silico da expressao de genes ligados a autofagia e a pluripoténcia em
banco de dados de microarranjos de iPSCs, ESCs e células somaticas

Trabalho académico apresentado ao Curso
de Bacharelado em Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Orientador Académico: Prof2. Dr2. Daiane Drawanz Hartwig

Orientador de Estagio: Prof. Dr. Guido Lenz

Pelotas, 2014



Dados de catalogacéo na fonte:
Ubirajara Buddin Cruz — CRB-10/901
Biblioteca de Ciéncia & Tecnologia - UFPel

P436a Pereira, Mariana Brutschin

Andlise in silico da expressao de genes ligados a
autofagia e a pluripoténcia em banco de dados de
microarranjos de iPSCs, ESCs e células somaticas /
Mariana Brutschin Pereira. — 56f. : il. — Trabalho de
concluséao de curso (Graduag&do em Biotecnologia).
Universidade Federal de Pelotas. Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico. Pelotas, 2014. — Orientador
Daiane Drawanz Hartwig ; co-orientador Guido Lenz.

1.Biotecnologia. 2.Células-tronco. 3.iPSC. 4.ESCs.
5.Reprogramacao. 6.Microarranjo. I.Hartwig, Daiane
Drawanz. ll.Lenz, Guido. IIl.Titulo.

CDD:
616.02774




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Vinicius Farias Campos, Universidade Federal de Pelotas
Prof. Dr. Luciano da Silva Pinto, Universidade Federal de Pelotas
Dr.2 Helena Thurow, Universidade Federal de Pelotas

Prof.? Dr.? Daiane Drawanz Hartwig, Universidade Federal de Pelotas



“Dedico este trabalho de conclusgo de
curso a minha mée Rosalva e a minha
irm& Priscila, pelo amor incondicional,
pela dedicacdo, pelo apoio e por terem
acreditado no meu sonho e lutado junto
comigo para conquista-lo. Amo vocés!”



Agradecimentos

A Universidade Federal de Pelotas e ao Nucleo de Biotecnologia do CDTec,
pela oportunidade de realizar um curso de graduagdao de qualidade, do qual me
orgulho de ter feito parte;

Aos meus orientadores de estagio, Guido Lenz e Tiago Dalberto, pela
confianga em mim depositada para a realizagéo deste trabalho, pela paciéncia, pelo
apoio e por me proporcionarem um enriquecimento cientifico gigantesco durante o
periodo do meu estagio final. Sem vocés isso ndo seria possivel;

A minha orientadora Daiane Hartwig, a quem acompanhei durante
minha iniciacdo cientifica e sou muito grata pelo conhecimento que me foi
proporcionado, pelo incentivo, pela confianca, pela persisténcia e pela cobranca. Te
admiro muito pela pessoa e pela profissional que és;

Ao prof. Odir Dellagostin, por ter me dado a oportunidade de fazer
parte da sua equipe, pelos conselhos, pelos ensinamentos e por ser um exemplo de
profissionalismo e competéncia,;

Ao Marcus Eslabdo, por me apresentar o fantastico mundo da
bioinformética e da programacdo, pelos litros e litros de café, pelos churrascos e
pelos conhecimentos Uteis e nem tao Uteis assim a mim repassados;

A minha m&e e & minha irma, Rosalva e Priscila, pelo apoio, pelo amor
incondicional, pelos principios e valores a mim transmitidos e por serem um exemplo
de forca, coragem e determinag¢do. Nao tenho palavras pra expressar 0 meu amor
por vocés;

Aos meus aveés, Carlos e Ina, pela preocupacdo, pela presenca, pelos
conselhos, apoio e por sempre estarem presentes na minha vida;

Ao meu afilhado, Thomas, por me ensinar coisas novas a cada dia e pela
guantidade de emocdes que ele me proporciona a todo momento;

Aos membros do quarteto fantastico, Carol, Fernanda Valiati e Fernanda
Rodrigues, por estarem sempre ao meu lado, tanto nos seminarios quanto na mesa
de bar, pelos conselhos, pelas discussdes académicas, por compartilharem
conhecimento comigo e me apoiarem sempre. Vocés foram meu incentivo, minhas
amigas. Amo VOcés!

Aos presentes que Pelotas me deu, Aline de Jagher e Fernanda Valiati,

por terem sido mais do que amigas, e sim irmas. Vocés me deram for¢cas quando eu



nao tinha, foram minhas companheiras de sono, de filmes e de gordices,
compartilharam comigo meus melhores e piores momentos da graduacgéo. Obrigada
por sempre estarem ao meu lado, amo muito vocés!

As duas grandes amigas que a Biotecnologia me deu, Marina e Jilia,
pelos cafés, pelas cervejas, pelas risadas, pela amizade e pela parceria. Somos a
prova de que pessoas com opinides e personalidades fortes podem se dar bem;

As companheiras de laboratério, Thais Larré e Carolina Ximendes, por
tornarem a rotina laboratorial mais divertida e por serem mais do que colegas de
laboratério e sim, grandes amigas. Agradeco especialmente a Thais, pela paciéncia,
pelo conhecimento passado, pelo companheirismo e pelo apoio;

Aos colegas do laboratério de Bioinformatica, Jéssica, Frederico e
Paulo, por compartilharem conhecimento comigo, pelo convivio agradavel, pela
amizade, pela paciéncia e pelas risadas;

Aos guris, Mineiro, Schuch, Renan e Carlus. Mineiro, ndo tenho
palavras pra agradecer todo o apoio que tu me deu durante esses quatro anos. So tu
sabe quantas vezes me levantou e me fez continuar, e eu sou eternamente grata por
isso. Schuch e Renan, pela quantidade de cervejas destampadas e besteiras
faladas, sem vocés esses anos nao seriam os mesmos. E Carlus, pelo melhor
abraco matinal e melhor companhia pro café.

As amigas porto-alegrenses que eu gosto tanto, Mari e Bianca, por me
acolherem de um jeito tdo bonito, por me arrancarem risadas sem fim, pelas festas,
pelos passeios no parque, pelas conversas e pelas receitas médicas, né Bia?

As amigas porto-alegrenses do interior também, Kelly e Fernanda, por
sempre me disponibilizarem uma cama, cerveja gelada, festas alternativas,
conversas, conselhos e papo furado.

As minhas amigas de sempre as quais eu amo tanto, Elizabethe, Jade
e Agnes, pelo apoio incondicional, pela parceria, por estarem ao meu lado sempre
apesar da distancia e por tudo que passamos juntas;

Ao0s meus queridos amigos que me proporcionaram as mais incriveis
indiadas, risadas e conversas inusitadas de bar, PC, Bruno e Vanessa, pela
amizade, pelas risadas e pela parceria. Vocés sdo demais!

As amigas que me apoiaram durante a realizacdo deste trabalho, Carol
e Natalia, pelo apoio, companheirismo, pela paciéncia durante as minhas variacdes

de humor e por terem me dado forca pra seguir em frente;



Aos amigos que fiz em Pelotas e tornaram esses anos muito mais
agradaveis, Monize, Milena, Bruno, Mauricio, Spohr, Michele, Arthur, Vinicius,
Barbara, Gabriela e tantos outros pelas conversas, desabafos, risadas, bebedeiras e
conselhos;

Aos colegas do laboratorio de Vacinologia, pela ajuda durante a
graduacdo, estimulo e pelo convivio agradavel;

Aos colegas da graduacdo, que tornaram esses quatro anos muito
mais divertidos, pela parceria e pela amizade;

Aos membros da banca, Vinicius, Luciano e Helena, por terem
prontamente aceitado o convite, pelos ensinamentos e por serem exemplos de
profissionalismo;

Aos demais amigos, colegas, funcionarios e professores do Nucleo de

Biotecnologia pela boa convivéncia, amizade e aprendizado;

Muito obrigadal



Resumo

Pereira, Mariana Brutschin. Analise in silico da expressao de genes ligados a
autofagia e a pluripoténcia em banco de dados de microarranjos de iPSCs,
ESCs e células somaticas. 2014. 56f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso
de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) estdo sendo cada vez mais
exploradas como ferramentas terapéuticas na medicina regenerativa e screening de
drogas. A eficiéncia da técnica de reprogramacdo para geracdo de iPSC e do
processo de diferenciacdo celular parecem estar relacionadas com as mudancgas no
metabolismo energético dessas células. A autofagia, por sua vez, parece ser
essencial para o sucesso da técnica. A identificacdo de vias metabdlicas especificas
e fatores que regulam o destino das células-tronco buscam facilitar a eficiéncia de
reprogramacao e controlar a diferenciagédo e o destino das iPSCs. Neste estudo, foi
realizada a andlise in silico da correlagdo entre grupos de genes de pluripoténcia e
de autofagia em 12 bancos de dados de microarranjo incluindo ESCs (célula-tronco
embrionaria), iPSCs e células sométicas. As amostras dos bancos de dados foram
agrupadas em clusters onde foram realizadas a analise de correlacdo dos grupos de
genes de pluripoténcia e autofagia nos diferentes tipos celulares. Nossos achados
sugerem que genes de pluripoténcia, como Sox2, c-Myc e Lin28 estéao
correlacionados com genes importantes na inducdo da autofagia em ESCs e iPSCs,
sugerindo a interacdo entre essas duas vias e buscando aprimorar o entendimento
da relacéo entre elas e suas respectivas vias de sinalizacéo

Palavras-chave: células-tronco; iPSC; ESC; microarrajo; reprogramacao.



Abstract

Pereira, Mariana Brutschin. In silico analysis of gene expression profiling in
genes linked to autophagy and pluripotency in microarray databases of iPSC,
ESCs and somatic cells. 2014. 56f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Induced pluripotent stem cells (iPSC) have been widely explored as
therapeutic tools in regenerative medicine and drug screening. The efficiency of the
cellular reprogramming technique for the iPSC generation and of the cell
differentiation process seem to be related to changes in energetic metabolism of
these cells. Autophagy, in turn, appears to be essential to the success of the
technique. The identification of specific metabolic pathways and factors that regulate
the destination of stem cells is important to the efficiency of reprogramming and to
control the differentiation and destination of iPSCs. In this study, the in silico analysis
of the correlation between groups of pluripotency genes and autophagy genes was
performed using 12 microarray databases including ESCs, iPSCs and somatic cells.
Samples from each database were grouped into clusters and the analysis of the
correlation between groups of pluripotency genes and autophagy genes was realized
for the different cell types. Our findings indicate that pluripotency genes, such as
Sox2, c¢c-Myc and Lin28, are correlated with important genes involved in the
autophagy induction in ESCs and iPSCs, suggesting the interaction between these
two pathways and contributing to the better understanding of the relationship
between them and their respective signaling pathways.

Key-words: stem cells; iPSC; ESC; microarray; reprogramming.
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1. Introducéo Geral

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sinalizagdo e Plasticidade
Celular localizado no departamento de Biofisica do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e afiliado ao Centro de Biotecnologia da
mesma instituicdo. As principais linhas de pesquisa do laboratério envolvem estudo
das vias de sinalizagdo celular com especial foco em céancer e reprogramacao
celular. Nesse sentido, este trabalho de conclusdo de curso propde a analise in silico
da expresséao génica diferencial de genes de autofagia e de pluripoténcia em células
reprogramadas (iPSC), células-tronco embrionarias (ESC) e células somaéticas.
Células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) estdo sendo cada vez mais exploradas
como ferramentas terapéuticas na medicina regenerativa e para screening de
drogas. No entanto, existem algumas limitacbes para a geracdo dessas células,
como a eficiéncia da técnica de reprogramacdo e do processo de diferenciacéo
celular. Estes processos parecem estar relacionados com as mudancas no
metabolismo energético dessas células de um estado oxidativo para glicélise
anaerobia, quando as células estdo indiferenciadas. A autofagia, por sua vez, parece
ser essencial para o sucesso da técnica. A identificacdo de vias metabdlicas
especificas e fatores que regulam o destino das células-tronco buscam facilitar a
eficiéncia de reprogramacéo e controlar a diferenciagéo e o destino das iPSCs.
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2. Revisao de literatura

2.1 Células-tronco

Células-tronco sdo células que possuem a capacidade ilimitada ou
prolongada de auto-renovacao e o potencial de gerar células especializadas através
da diferenciacdo. O destino dessas células é altamente regulado por fatores
intrinsecos e pelo microambiente externo (WATT & HOGAN, 2000). Em geral, essas
células partilham as seguintes caracteristicas: (1) elevada capacidade de auto-
renovacdo, (2) potencial de diferenciagdo em no minimo um tipo celular
especializado, (3) capacidade de serem cultivadas ex-vivo e utlizadas na
engenharia tecidual, e (4) a capacidade de originar células especializadas (VATS et
al., 2005).

Com base no seu potencial de diferenciacdo, as células-tronco podem ser
classificadas em quatro categorias: (1) totipotentes, (2) pluripotentes, (3)
multipotentes, e (4) oligopotentes ou monopotentes. As células-tronco totipotentes
tém potencial para se diferenciarem em células das trés principais camadas
germinativas (ectoderme, endoderme e mesoderme) e tecidos dos anexos
embrionarios. Células-tronco pluripotentes tém a capacidade de se diferenciarem
somente em tecidos derivados de ectoderme, endoderme e mesoderme. Ja células-
tronco multipotentes podem se diferenciarem em células progenitoras de tecidos
especificos dentro de um determinado 6rgdo. Enquanto isso, células-tronco
oligopotentes ou monopotentes s6 tem a capacidade de originarem alguns tipos
especificos de células especializadas ou um tipo celular especifico, respectivamente
(LEEPER et al., 2010).

Quanto a sua origem e suas propriedades biologicas, as células-tronco
podem também ser classificadas como (1) células-tronco embrionarias ou (2) célula-
tronco adultas (LEEPER et al., 2010). As células-tronco embrionéarias (ESC) séo

células-tronco isoladas da massa interna do blastocisto ou das génodas primordiais
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de fetos (THOMSON, 1998). J4 as células-tronco do adulto ou pés-natal podem ser
isoladas de diferentes tecidos de um individuo ap6s o nascimento (DA SILVA
MEIRELLES et al., 2006).

2.2 Células-tronco embrionarias

Células-tronco embrionarias (ESC) séo células pluripotentes isoladas da
massa celular interna do blastocisto em desenvolvimento ou de células germinativas
primordiais (REUBINOFF et al., 2000; THOMSON, 1998; WATT & HOGAN, 2000).
Essas células tém como funcao bioldgica originar todos os tecidos e 6rgdos de um
individuo. O primeiro isolamento de ESC foi realizado em 1981 por dois grupos
diferentes, utilizando camundongo como modelo (EVANS & KAUFMAN, 1981;
MARTIN, 1981). Anos mais tarde, em 1998, foi estabelecida a primeira linhagem de
ESC humana (THOMSON, 1998).

As ESC apresentam expressdo de marcadores de superficie e fatores de
transcricdo que possibilitam a manutencdo do estado indiferenciado das células.
Além disso, altas taxas de proliferacdo, pluripoténcia e cariétipo eupldide sdo
importantes caracteristicas dessas células. Estudos recentes demonstraram que
ESC mantém suas caracteristicas em longos periodos de cultura in vitro, sendo
células estaveis quanto a expressdo de marcadores de pluripoténcia, expressao de
telomerase, habilidade de diferenciagdo e a manutencdo do cariétipo normal
(HOFFMAN & CARPENTER, 2005).

Um conjunto basico de fatores de transcricdo que consistem em Oct4,
Nanog, Sox2 e Tcf3 mantém o estado pluripotente das ESCs (BOYER et al., 2005;
LOH et al, 2006; MARSON et al, 2008). Oct4 é expresso durante o
desenvolvimento precoce de mamiferos e € essencial para a formacdo da massa
celular interna pluripotente e para a manutencdo do estado pluripotente das ESC
(NICHOLS et al., 1998). Nanog € outro regulador de pluripoténcia importante que é
ativado na fase de 8 células do desenvolvimento embrionario. No entanto, Nanog
também é expresso mais tarde em um subconjunto de células da massa celular
interna e coopera com outros fatores na reativacdo do cromossomo X. Oct4, Sox2 e
Nanog induzem e realizam a regulacdo cruzada da sua propria expressdo. Esses

fatores também co-ativam o0s genes-alvo redundantes e cooperam com fatores de
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transcricdo secundarios, oferecendo mais estabilidade para o estado ESC (CHEN et
al., 2008).

Além desses, essas células expressam outros marcadores importantes,
como fator de Kruppel tipo 4 (KIf4), c-Myc, fator de crescimento e de diferenciacéo 3
(GDF3), fator expressédo reduzido 1 (Rex1), fator de crescimento de fibroblastos 4
(FGF4), gene especifico de células embriondrias 1 (ESG1), fator de
desenvolvimento associado a pluripoténcia 2 (DPPA2) e DPPA 4, bem como
transcriptase reversa de telomerase humana (hnTERT).

As primeiras caracteristicas que fazem ESC células de interesse na
medicina regenerativa € a capacidade a longo prazo de auto-renovacdo e sua
pluripoténcia (PATEL & YANG, 2010). Esta ultima caracteristica pode ser avaliada
através da diferenciacao in vitro pela presenca do corpo embriéide (JOHNSON et al.,
2013) ou pela formacao de teratoma in vivo (MENENDEZ et al., 2005).

No entanto, o uso terapéutico destas células é dificultado por trés principais
fatores: (1) o isolamento destas células requer obrigatoriamente a destruicdo do
embrido, gerando uma série de discussdes sobre ética (TAKAHASHI et al., 2007);
(2) pouco se sabe a respeito da manutencdo in vitro destas células; (3) ESC
originam teratomas quando aplicadas em camundongos imunodeficientes,
colocando em risco a seguranca do paciente no uso terapéutico dessas células
(HOFFMAN & CARPENTER, 2005).

Uma preocupacdo adicional associada as terapias celulares baseadas em
células-tronco embrionarias humanas esta no fato de que as células transplantadas
serem de origem alogénica e poderem, portanto, ser reconhecidas como n&o
préprias pelo sistema imune do hospedeiro, induzindo a rejeicdo do enxerto e
consequéncias indesejaveis (MENENDEZ et al., 2005).

Assim, é necessario um entendimento sobre a biologia basica da ESCs para
que haja uma compreensédo quase total dos mecanismos moleculares e celulares
que regulam o comportamento dessas células, incluindo a auto-renovacao,
proliferacdo, apoptose e diferenciacdo para linhagens especificas (MENENDEZ et
al., 2005).
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2.3 Células-tronco adultas

Células-tronco adultas sé@o células indiferenciadas presentes em tecidos
diferenciados ou em Orgdos e possuem a capacidade de se especializarem em
células do tecido ou orgdo do qual se originaram. A sua capacidade de auto-
renovacao permite a manutengdo da estabilidade funcional desses 6rgéaos e tecidos
(VATS et al., 2005; WATT & HOGAN, 2000).

Essas células podem ser encontradas em diversos tecidos de mamiferos
adultos. Em alguns tecidos, tais como o coracéo, o tecido adiposo, medula 6ssea,
sangue, figado e epiderme contribuem para o reabastecimento das células perdidas
através de processos de senescéncia ou injaria celular. Também podem estar
presentes em outros 6rgdos adultos, tais como o cérebro e o pancreas, que
normalmente sofrem regeneracao celular muito limitada (WATT & HOGAN, 2000).

Em comparagdo com células-tronco embrionarias, as células-tronco adultas
ndo enfrentam grandes controvérsias éticas ou imunoldgicas quanto ao seu uso no
mesmo individuo de onde foram obtidas (DENKER, 2006). No entanto, sua
capacidade de proliferacdo e diferenciacdo € inferior em relacdo as células-tronco
embrionéarias e essas sdo muitas vezes dificeis de identificar, isolar e purificar, além
de ndo serem obtidas em quantidade suficiente para uso em transplantes,
necessitando serem substancialmente expandidas in vitro. As principais limitacoes
incluem também a utilizacdo de 6rgdos essenciais como fonte para a sua coleta,
sendo necessario 0 uso de procedimentos de coleta de células que sao caros e
freqientemente associados com o risco de morbidez de tecido para o doador.
Portanto, o interesse de pesquisa tem aumentado para o uso de fontes alternativas
de células-tronco (Revisado por MADONNA et al., 2013).

2.4 Células-tronco pluripotentes induzidas

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) sdo geradas a partir de
células néo pluripotentes, tipicamente uma célula somatica adulta, pela inducdo da
expressdo forcada de genes especificos. Esse processo foi chamado de
reprogramacao celular e primeiramente descrito por Yamanaka et al. (2006) que
reprogramaram fibroblastos murinos em iPSC a partir da transducéo retroviral de 24
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fatores de transcricdo. Esse mesmo estudo descreveu que destes 24 fatores,
apenas 4 eram suficientes para reprogramar fibroblastos em células-tronco
pluripotentes induzidas, sendo eles Oct4, Sox2, c-Myc e KIlf4, conhecidos a partir
de entdo como fatores de Yamanaka. Mais tarde, Takahashi et al., (2007)
reproduziram o0 mesmo experimento, dessa vez gerando IPSC a partir de
fibroblastos humanos utilizando os mesmos 4 fatores de Yamanaka.

Em outro estudo, Yu et al. (2007) conseguiram obter iPSC a partir de
diferentes fibroblastos humanos utilizando como fatores de reprogramacao OCT4,
SOX2, NANOG e LIN28.

A partir dai, muitos artigos subsequentes surgiram e confirmaram que a
inducdo da expressdo de fatores reguladores especificos pode reprogramar
diferentes células somaticas adultas em iPSC. Além disso, diferentes vetores ja
foram testados quanto a super-expressao dos fatores de Yamanaka (Revisado por
BILIC & BELMONTE, 2012).

Apesar desses avancos, hormalmente se observa uma eficiéncia
extremamente baixa na reprogramacédo de células somaticas (HANNA et al., 2009).
Na maioria dos casos o numero de colonias de iPSC geradas € pequeno, nado
passando de 0,1%, como relatado nas primeiras publicagbes (TAKAHASHI &
YAMANAKA, 2006). Em diferentes abordagens, a eficiéncia de reprogramacao
chegou préxima a 1% (BRAMBRINK et al., 2008; PAPAPETROU et al., 2009; YAN et
al., 2010). O processo de super-expressao dos fatores de Yamanaka na célula é
considerado estocastico (HANNA et al., 2009). Em contrapartida, Rais et al. (2013),
relataram que através da repressdo de fatores especificos, como o complexo
Mbd3/NuRD, é possivel tornar a reprogramacdo um processo deterministico,
atingindo uma eficiéncia préxima a 100%.

Outro mecanismo que utiliza células ja diferenciadas para gerar diferentes
tipos celulares é a transdiferenciacdo. Neste processo, uma célula diferenciada gera
outro tipo celular também diferenciado sem a formacdo de intermediarios
pluripotentes (Revisado por JOPLING et al., 2011). Este fenbmeno ja foi observado
in vivo na regeneracdo das células de lente realizada pelas células epiteliais
pigmentadas da Iris (Revisado por JOPLING et al, 2011); e in vitro na
transdiferenciacdo de células pancreaticas acinares em hepatoécitos e fibroblastos
gue originaram neurénios (SON et al., 2011; SWENSON, 2012).
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Em geral, células iPSC possuem caracteristicas semelhantes a células-
tronco embrionarias, como a sua morfologia, proliferacdo, expressdo génica,
capacidade de formar corpos embridides em cultura, capacidade de diferenciacao
em células especializadas originarias dos trés folhetos embrionarios e de originar
teratoma. Além disso, quando transplantadas para blastocisto, essas células sao
capazes de formar quimeras e camundongos viaveis. (MAHERALI et al., 2007,
OKITA et al., 2007; WERNIG et al., 2007). Estas caracteristicas tornam as iPSC
extremamente atrativas e seu potencial terapéutico vém sendo estudado na
medicina regenerativa. Além disso, estas células ndo precisam ser isoladas de
blastocistos, evitando os problemas éticos relacionados a destruicdo de embrides
(PHANTHONG et al., 2013).

A técnica da reprogramacado celular para geracédo de iPSC é considerada
uma metodologia consolidada. No entanto, ainda existem diversos desafios técnicos
importantes para a implementacao das iPSC na medicina regenerativa e terapéutica,
como: o risco de integracdo de DNA estranho no genoma das células, a presenca de
células com potencial tumorigénico e rearranjos genéticos indesejados no genoma
de células em cultura, além da compreensdo total dos mecanismos de
reprogramacao (Revisado por GONZALEZ et al., 2011).

As alteracbes no metabolismo energético das células parecem estar
bastante relacionadas com o processo de reprogramacédo. A glicélise e os niveis de
oxigénio podem representar elementos regulatérios importantes que intervém no
destino dessas células (FOLMES et al., 2011; PANOPOULOS et al., 2012; VARUM
et al, 2011). No estado indiferenciado, células-tronco se caracterizam pela
capacidade oxidativa limitada e a ativacdo de um metabolismo energético anaerdbio
(PRIGIONE & ADJAYE, 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da obtengdo de iPSC e posterior diferenciacédo, destacando as
mudancas no metabolismo da célula durante essas etapas (Adaptado de MADONNA et al, 2013).

O fator 1 de inducéo de hipdxia (HIF1), principalmente a sua subunidade alfa
(HIF1-a), tem sido implicado na regulacdo do fenotipo de células-tronco, incluindo o
metabolismo da glicose. Quando os niveis de oxigénio na célula sdo baixos, HIF1-
a € responsavel por estabilizar muitos genes reguladores da glicdlise, auxiliando na
absorcdo e na fosforilacdo da glicose e regulacdo das fases finais da glicélise. A
sinalizagdo HIF também se correlaciona com a manutencgéo do estado indiferenciado
da célula e a manutencdo da pluripoténcia (GORDAN et al.,, 2007). Através da
inducdo de HIF-a, a hipoxia parece regular positivamente fatores de transcricdo de
pluripoténcia, como OCT4 (COVELLO et al., 2006).

Foram identificados trés mecanismos moleculares dependentes de HIF-1
pelos quais as células adaptam seu metabolismo de energia para condi¢cdes de
hipoxia: (1) comutacdo da subunidade COX4 (FUKUDA et al., 2007), a inibicdo da
sintese de acetil-CoA pela ativagdo de PDK1 (KIM et al.,, 2006) e inibicdo da
biogénese mitocondrial pela repressao da atividade de c-Myc (ZHANG et al., 2008).
Em cada um destes estudos, a incapacidade de regular adequadamente o
metabolismo mitocondrial em resposta a hipdxia foi associada com niveis de ROS

aumentados e aumento da morte celular. A autofagia mitocondrial parece ser o
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quarto mecanismo mediado HIF-1 e parece ser uma adaptacdo necessaria para
evitar o aumento dos niveis de ROS e morte celular em culturas hipéxias (ZHANG et
al., 2008) (Figura 2).

Hipoxia

!

HIF-1la

!

BNIP3

1

Bcl2

1

Beclin-1

v
Autofagia mitocondrial
dependente de ATGS

v
Diminui¢do da producio de ROS

L 4
Aumento da sobrevivéncia celular hipoxica

Figura 2. Rota molecular que regula a autofagia mitocondrial, a respirac¢éo celular, os niveis de ROS
e sobrevivéncia das células em MEFs submetidos a hipéxia prolongada (Adaptado de ZHANG et al.
2008).

Deste modo, a cultura hipéxia e inibicdo mitocondrial tém sido associadas
com a reducao da diferenciagdo de ESC e, mais recentemente, com a melhoria da
geracdo de IPSC (EZASHI et al., 2005; VARUM et al., 2009; YOSHIDA et al., 2009).
Por estas razfes, a estrutura e a funcdo mitocondrial tém sido sugeridos como os
indicadores de capacidade de células-tronco (CHEN et al., 2010; LONERGAN et al.,
2007; PARKER et al., 2009; SIGGINS et al., 2008).

Aléem das alteracdes de metabolismo energético, analises gendmicas e
prote6bmicas identificaram alteracdes no perfil de expressdo de proteinas de forma
altamente coordenada nos periodos iniciais da reprogramagcdo (BUGANIM et al.,
2012; GOLIPOUR et al., 2012; POLO et al., 2012), sugerindo uma relacao entre as
modificacdes epigenéticas da célula e a sintese e degradacédo de proteinas.

A autofagia € um mecanismo celular essencial que degrada proteinas e

organelas a fim de reciclar seus componentes citoplasméaticos para a sobrevivéncia
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da célula e a manutencdo da homeostase dos tecidos (HE & KLIONSKY, 2009;
KUNDU & THOMPSON, 2008). Esse processo parece ser essencial para a
reprogramacao celular, pois participa de processos importantes auxiliando na
manutencdao celular durante condi¢cfes de hipoxia.

A sinalizagdo para autofagia envolve varias vias, que incluem as ativadas
por energia ou niveis de aminoacidos, (MAPK / mTOR), fatores de crescimento
(PI3K/Akt) e danos no DNA (ATM/p53) (CORCELLE ET AL., 2007; KIM et al., 2011;
SHANWARE et al., 2013). Estas vias colidem em diferentes pontos na rota central
do processo de autofagia, composta principalmente por membros ATG (MIZUSHIMA
et al., 2011). Como na maioria dos processos celulares complexos, essas rotas
regulam além da autofagia, a maioria dos processos celulares importantes, tais
como ciclo celular, apoptose, metabolismo e diferenciacdo. Portanto, os fatores que
regulam essas vias e qual a ligacdo direta da autofagia a reprogramacédo e
diferenciacédo celular ainda ndo foram completamente elucidados (VESSONI et al.,
2013).

O fator de transcricdo SOX2 parece ter papel essencial no controle da
autofagia durante a reprogramacao celular. Dados indicam que o alvo da rapamicina
em mamiferos (MTOR) é regulado negativamente por Sox2 numa fase inicial de
geracado iPSC a partir de células somaticas e que esta regulacdo negativa transitoria
de mTOR é necessaria para que a reprogramacao ocorra com sucesso. Na auséncia
de SOX2, mTOR permanece em niveis elevados e inibe a autofagia. A autofagia
também parece ser reforcada na fase de quatro a oito células do desenvolvimento
embrionario numa via semelhante envolvendo inibicdo de mTOR por SOX2 (WANG
et al., 2013).

Além do SOX2, outro fator de transcricdo importante, c-MYC, parece estar
envolvido no processo de autofagia. O c-MYC desempenha um papel importante em
varios aspectos fundamentais da biologia da célula, tais como a proliferacéo celular,
diferenciacao e sensibilidade a apoptose (MEYER & PENN, 2008). Toh et al. (2013),
mostraram que a deplecéo de c-MYC inibe a formac&o autofagossomo e prejudica a
liberacdo de substratos de autofagia. A supressdo de c-MYC parece ter um efeito
inibitorio sobre a autofagia via reducdo de JNK1 e fosforilacdo de Bcl2. Além disso, a
diminuicdo da fosforilacdo JNK1 observadas na diminuigdo da expresséo de c-MYC

parece estar associada com uma reduc¢ao na producéo de ROS.
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2.5 Ferramentas para analise de expressao génica

A tecnologia de microarranjo de DNA tem se mostrado uma ferramenta
poderosa e muito difundida para estudos de expressdo génica, com aplicacdo em
varios organismos. Esse tipo de analise fornece um perfil transcricional global de
milhares de genes em resposta a diferentes condigfes fisioldgicas ou patoldgicas
(KURELLA et al., 2001).

Os microarranjos sdo utilizados na deteccdo e quantificacdo de mRNA na
forma de cDNA, provenientes de amostras biolégicas, as quais sdo postas para
hibridizar através de complementariedade de bases com o DNA fixado no arranjo. A
deteccdo é possivel através da marcacdo das amostras com fluorocromos cianina 3
(Cy3) ou cianina 5 (Cy5), no caso de microarranjo em laminas de vidro, ou com o
isétopo 33-P, quando os arranjos sao preparados em membranas de nylon. As
sequéncias de cDNA fixadas no microarranjo sdao chamadas alvo e os cDNAs
marcados extraidos das células sdo chamados de sonda (JORDAN, 1998).

Através do conhecimento do perfil de expressdo génica, é possivel responder
importantes questdes, como: quais genes sdo expressos em determinadas
condicdes e quais as intensidades da sua expressao. Assim, € possivel avaliar quais
genes estdo sendo co-expressos em condi¢cdes especificas, em comparacdo com
outras condi¢cdes (KURELLA et al., 2001).

O banco de dados GEO (Gene Expression Omnibus) é um repositorio de
dados de MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment). Nessa
plataforma é possivel obter dados de expressédo génica experimentais e curados. Os
GEO Data Sets possuem dados avancados do GEO, como dados de expressao
génica curados, bem como registros de série e plataformas originais de dados de
microarranjos. Esse banco de dados permite a pesquisa por organismo, palavras-
chave, autores e numero de série. Além disso, os GEO Data Sets fornecem
ferramentas para visualizacdo de heatmaps e clusterizacdo de dados (GENE
EXPRESSION OMNIBUS, 2013).

Andlises de microarranjos de todo o genoma dependem do uso de
computacdo e de métodos de mineracdo de dados estatisticos para identificar
padrbes de expressdo génica significativos. Nos Ultimos anos, varias ferramentas
surgiram para andlise desses dados. Uma das plataformas mais populares é o

Bioconductor, um projeto de software de desenvolvimento aberto para a andlise e
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compreensao de dados genbmicos, baseado na linguagem de programacao R
(ZHANG et al., 2009).

O Software R € uma linguagem de programacao livre para computacao
estatistica e gréaficos. A linguagem R é amplamente utilizada entre os estatisticos e
os mineradores de dados para o desenvolvimento de softwares estatisticos e analise
de dados (FOX & ANDERSEN, 2005). Essa linguagem fornece uma ampla
variedade de técnicas estatisticas e graficos, incluindo modelagem linear e néo
linear, testes estatisticos classicos, andlise de séries temporais, classificacao,
clusterizacdo de dados, entre outros. Uma das principais vantagens do R sdo suas
contribuicdes ativas em termos de pacotes para funcdes especificos ou areas de
estudo especificas (THE R PROJECT FOR STATISTICAL COMPUTING, 2013)

O Modelo linear para dados de microarranjo (Limma) é um pacote do R
disponivel no Bioconductor para analise da expressdo diferencial dos dados
resultantes dos experimentos de microarranjos. Este pacote foi projetado para
analisar experiéncias complexas que envolvem compara¢des entre varios alvos de
RNA simultaneamente, mantendo-se razoavelmente facil de usa-los para
experimentos simples (SMYTH, 2005). O pacote affy € um pacote de funcdes e
classes para a andlise de arranjos de nucleotideos gerados pela plataforma
affymetrix. Ele possibilita ao usuério grande flexibilidade para analisar, acessar e
manipular dados de intensidades de sondas. Para o processamento dos dados, é
necessario realizar a normalizacdo e a correcdo de background dos dados obtidos.
O pacote GCRMA ajusta as intensidades do background em microarranjos
Affymetrix através do ruido éptico e das ligacfes nédo especificas (WU & IRIZARRY,
2005).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Analisar in silico da expressdo de genes ligados a autofagia e pluripoténcia
em amostras coletadas de banco de dados de microarranjos de amostras de iPSC,
ESC e células somaticas.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Analisar a expressao diferencial de genes de pluripoténcia e autofagia, bem
como outros grupos de genes, em células somaticas, iPSC e ESCs.

3.2.2 Agrupar em cluster as amostras de acordo com a expressdo dos genes de

cada conjunto selecionado.

3.2.3 Agrupar em cluster os grupos de genes de autofagia e pluripoténcia em cada

banco de dados.

3.2.4 Analisar a correlagéo entre os genes de autofagia e de pluripoténcia.
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4. Materiais e métodos

4.1 Obtencao dos dados

Foram utilizados bancos de dados de perfis de expressao génica envolvendo
iIPSC, ESC e células somaticas com a utilizacdo da plataforma Affymetrix HG-U133
Plus 2.0. Esses dados foram obtidos a partir do NCBI Gene Expression Omnibus. Os
arquivos foram obtidos em um formato .RAW, e os arquivos .CEL individuais foram
extraidos a partir desse arquivo e descompactados utilizando o programa WinZip na

plataforma Windows.

4.2 Software

A linguagem R foi utilizada a partir do software RStudio que pode ser obtido

no http://www.rstudio.com/ide/download/ e instalado nos trés principais sistemas

operacionais (Windows, Mac e Linux). O manual de instalacdo geral e tutoriais

introdutérios podem ser obtidas a partir do mesmo sitio eletrénico.

4.3 Instalacdo de pacotes

Os pacotes utilizados para a analise foram o Limma, Gcrma e Affy. A Tabela 1
sumariza os pacotes utilizados junto com uma breve descricdo da sua utilizacao.
Estes pacotes foram instalados através do RStudio a partir de linhas de comando

conforme o protocolo de instalagéo e os scripts apropriados.


http://www.rstudio.com/ide/download/
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Tabela 1. Pacotes utilizados nas andlises utilizando o software RStudio.

Pacote Descricao

Limma Modelo linear para analise de
microarray

Affy FuncBes basicas para a andlise de

baixo nivel de microarranjos de
Affymetrix Gene Chip

GCRMA Pacote para  normalizacao e
sumarizacdo de dados em nivel de
sondas

4.4 Leitura e processamento dos dados

Os dados em formato .CEL foram lidos e analisados com scripts especificos
conforme Figura 3. Para a normalizacdo e sumarizacdo de dados foi utilizado o

pacote GCRMA e para a criacdo da matriz de expressao foi utilizado o pacote Affy.

Carregar workspace:
>setwd("~/Mariana/R/DadosHumanos/GSE48830")
Carregar bibliotecas:

>library(limma)

>library(gcrma)

>library(affy)

Ler os dados:

> GSE48830 <- ReadAffy()

Processando dados: (normalizagao e correcdo de background)
>GSEeset <- gcrma(GSE48830)

>exprsMat <- exprs(GSEeset)

Salvando dados em txt:

>write.table(exprsMat, file="GSE48830.txt", quote = FALSE, sep
="\t", col.names = NA)

Figura 3. Exemplificac&@o do script utilizado para extragdo dos dados .CEL de microarranjos utilizando
0 GSE48830.

4.5 Selecao das sondas

As sondas representando os genes de interesse foram identificadas e
selecionadas com o auxilio do banco de dados do GeneAnnot e posteriormente
categorizadas em 6 grupos; sendo 5 de acordo com sua funcao: pluripoténcia,

autofagia, ciclo celular, estruturais, housekeeping; ou genes aleatérios (Tabela 2).



Tabela 2. Relagao entre os genes, grupos e sondas utilizadas no trabalho.

Gene Grupo Sondas

OCT4 Pluripoténcia 208286_x_at, 210905_x_at, 214532 _x_at

SOX2 Pluripoténcia 213721 at, 213722_at, 228038 _at

c-MYC Pluripoténcia 202431 _s_at, 244089 _at

KLF4 Pluripoténcia 220266_s_at, 221841 s at

NANOG Pluripoténcia 220184 at

FBXO15 Pluripoténcia 231472_at

DPPA2 Pluripoténcia 240301 _at

LIN28 Pluripoténcia 219823_at

CTNNB1 Pluripoténcia 1554411 at, 201533_at, 223679_at

REX1 Pluripoténcia 1554776 at, 1554777 at, 243161 x_at

ATG2A Autofagia 213300_at

ATG2B Autofagia 1559485_at, 219164 _s_at, 222840 _at,
226684 _at

ATG3 Autofagia 220237_at, 221492 s _at

ATG4A Autofagia 213115 at

ATG4B Autofagia 204902_s_at, 204903 x_at, 212280 _x_at

ATGA4C Autofagia 228190 _at

ATG4D Autofagia 226871 s _at

ATG5 Autofagia 202511 s at, 202512 _s_at, 210639 _s_at

ATG7 Autofagia 218673_s_at, 222709 _at, 224025_s_at

ATGY9A Autofagia 202492_at

ATG9B Autofagia 1553390_at, 229252_at

ATG10 Autofagia 1570523_s_at, 207774 _at, 223677 _at,
243477 _at

ATG12 Autofagia 204833_at, 213026_at, 213930_at

ATG13 Autofagia 203363_s_at, 203364_s_at, 209021_x_at

ATG14 Autofagia 204568 at

ATG16L1 Autofagia 220521 s_at, 232612_s_at

ATG16L2 Autofagia 225883 _at, 229389 _at

BECN1 Autofagia 208945 s at, 208946 _s_at

ULK1 Autofagia 209333 at

ULK2 Autofagia 1554112 a_at, 204062_s_at, 204063_s_at,
215154 at

ACTB Housekeeping 200801_x_at, 213867_x_at, 224594 x_at

GAPDH Housekeeping 212581 x_at, 213453 x_at, 217398 x_at

GUSB Housekeeping 202605 at

HPRT1 Housekeeping 202854 at, 1565446 _at

HSP90AB1 Housekeeping 1557910 _at, 200064 _at, 214359 s_at

RPL13A Housekeeping 200715 x_at, 200716 _x_a, 210646 _x_at,
211942 x_at, 212790 _x_at

RPLPO Housekeeping 201033_x_at, 208856_x_at, 211720_x_at,
211972 x_at, 214167_s_at

TFRC Housekeeping 207332_s_at, 208691 _at, 237214 _at,
237215 s _at

UBC Housekeeping 208980_s_at, 211296_x_at

TUBA1A Estruturais 209118 s at

TUBA1C Estruturais 209251 x_at, 211750 _x_at

TUBA4A Estruturais 212242 at

TUBD1 Estruturais 210389 x_at, 221326_s_at, 231853 _at

TUBAS Estruturais 220069 _at

TUBAL3 Estruturais 220310_at

TUBB Estruturais 209026 _x_at, 211714 x_at, 212320_at

DNAH2 Estruturais 215840 _at, 239499 _at

DNAH12 Estruturais 1563097 _at, 243802_at

DNAH14 Estruturais 1567862_at, 242283 at

DNAH17 Estruturais 214229 at, 1564784 at

KIF1A Estruturais 203849 s_at, 225482 _at, 203850 s _at
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KIF1B Estruturais 209234 at, 226968 _at

KIF2A Estruturais 203086_at, 203087_s_at, 220699 s_at

KIF2B Estruturais 223926 at

KIF22 Estruturais 202183 s_at, 216969 _s_at

KIF23 Estruturais 204709 _s_at

KIF24 Estruturais 220652_at

MYO1A Estruturais 211916 s_at

MYO1B Estruturais 212364 at, 212365_at

MYO1C Estruturais 214656 _x_at, 225080_at, 32811 _at

MYH7 Estruturais 204737_s_at, 216265_x_at

MYH7B Estruturais 215795 at, 233949 s at

MYO3A Estruturais 221400_at, 244364 _at, 1569186_at

MYO3B Estruturais 1552578 a at, 1555257 a_at

CCNA1l Ciclo Celular 205899 at

CCNAZ2 Ciclo Celular 203418 at, 213226 _at

CCNB1 Ciclo Celular 214710_s_at, 228729 at

CCNB2 Ciclo Celular 202705_at, 1560161 _at

CCNB3 Ciclo Celular 231481 at

CCNC Ciclo Celular 1569126_at, 201955 at

CCND1 Ciclo Celular 208711 s_at, 208712_at, 214019 _at

CCND2 Ciclo Celular 200951 s_at, 200952_s_at, 200953_s_at

CCND3 Ciclo Celular 201700_at

CCNE1 Ciclo Celular 213523 at

CCNE2 Ciclo Celular 205034 _at, 211814 _s_at

CCNF Ciclo Celular 204826 at, 204827_s_at

CCNG1 Ciclo Celular 208796 _s_at

CCNG2 Ciclo Celular 1555056_at, 202769 _at, 202770_s_at,
211559 s _at, 228081_at

CCNH Ciclo Celular 204093 at

CCNI Ciclo Celular 208656_s_at

CCNJ Ciclo Celular 219470 x_at, 229091_s _at

CCNK Ciclo Celular 219273 at, 225824 _at

CCNO Ciclo Celular 210021 s_at

CCNT1 Ciclo Celular 206967_at, 225493 _at

CCNT2 Ciclo Celular 204645 at, 213743 _at, 214638_s_at,
214638 s_at, 229184 at

CCNYL1 Ciclo Celular 227280 s_at, 228810_at

CCNYL2 Ciclo Celular 1569878 at

ADCK1 Aleatérios 227482_at

SRY Aleatérios 237472 _at

BF196209 Aleatérios 237628_at

SRRM4 Aleatérios 237828 at

Hs.196575 Aleatérios 237970_at

RPL35A Aleatérios 238026_at

LOC100129617 Aleatorios 238086_at

SLC44A5 Aleatérios 1569112 at

IQGAP3 Aleatérios 1569062 s at

Hs.473255 Aleatérios 1568907_at

SLC24A4 Aleatérios 1568922 at

DICER1-AS1 Aleatérios 229227 _at

SHISA6 Aleatérios 229266_at

CLDN6 Aleatérios 237810 _at

ABHD12B Aleatérios 237974 _at

RPL35A Aleatérios 238026 at

CHEK1 Aleatérios 238075_at

GABRQ Aleatérios 238123 at

TRIM46 Aleatérios 238147 _at

Hs.522616 Aleatérios 238220_at

Hs.117210 Aleatérios 238255 at

Al1806045 Aleatérios 238289 at




ANKRD29
SLC35B4
RBMS3
PRKAA2
TMEM25
AK098425

Aleatérios
Aleatérios
Aleatérios
Aleatérios
Aleatorios
Aleatorios

238332_at
238418_at
238447 at
238489 _at
238514_at
238604 _at
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Os dados de expressao foram separados manualmente e para cada banco de

dados foi criada uma tabela com os niveis de expressdo das amostras para cada

conjunto de genes separadamente.

4.6 Clusterizacao das amostras

As amostras foram clusterizadas utilizando o software SPSS por amostra

comparando os diferentes conjuntos de genes, quanto a eficiéncia de separacéo das

amostras de mesma linhagem. Além disso, os grupos de genes de pluripoténcia

foram agrupados com os de autofagia, com o objetivo de identificar uma relacéo

entre esses dois grupos (Figura 4).
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Figura 4. Exemplificacdo dos dendogramas gerados a partir dos diferentes grupos de genes
selecionados utilizando 0 GSE26455. A) Pluripoténcia, B) Autofagia, C) Ciclo Celular, D) Estruturais,
E) Housekeeping, F) Aleatdrios e G) Cluster dos genes de autofagia e de pluripoténcia.

4.7 Correlacdo de Pearson

As amostras foram agrupadas em trés grupos diferentes: células somaticas,
ESCs e iPSCs. Além disso, cada banco de dados foi separado dessa mesma forma.
A analise de correlagcdo dos genes foi realizada utilizando o software SPSS fazendo

a correlacado de Pearson com o agrupamento das amostras de mesma origem, por
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similaridade. O ponto de corte utilizado foi 0,9 para similaridades e -0,9 para
dissimilaridades.



5. Resultados

5.1 Obtencéo dos dados

selecionados e feito obtidos através do GEO (Tabela 3).
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Um total de 12 bancos de dados de expressdo génica em microarranjo foram

Tabela 3. Relagdo entre os bancos de dados, tipo de amostras utilizadas e nimero de amostras de

cada banco.
Banco de Amostras Namero de Referéncia
Dados amostras
GSE12390 Fibroblastos, ESCs e diferentes iPSCs. 21 Maherali et al.,
2008
GSE12583 Fibroblastos, queratinécitos e iPSC derivadas de 9 Aasen et al., 2008
gueratinécitos
GSE16963 Fibroblastos, células do terceiro molar e iPSC 9 Oda et al., 2010
GSE18180 Células mesenquimais, ESCs e iPSC 3 Lietal, 2010
GSE23402 Fibroblastos, ESCs e iPSCs 42 Guenther et al.,
2010
GSE26455 Células dermais, células de prepucio, ESCs e iPSCs 12 N&o publicado
GSE37896 Células adiposas, ESCs e iPSCs 8 Hu et al., 2013
GSE16654 Fibroblastos, ESCs e iPSCs 6 Chin & Lowri et
al., 2009
GSE27186 Células de cordado umbilical, queratindcitos neonatais, iPSCs 8 Kim et al., 2011
derivadas de células de corddo umbilical e de queratinécitos
GSE22392 Fibroblastos, ESCs e iPSCs 10 Chin et al., 2010
GSE9865 Fibroblastos, ESCs e iPSCs 13 Lowry et al., 2008
GSE48830 Fibroblastos dermais, ESCs, iPSCpré excisdo e pos excisdo 4 Awe et al., 2013

As amostras desses bancos foram extraidas e agrupadas em uma tabela com

dados de expressao global utilizando a linguagem R. A partir desses dados, 214

sondas foram selecionadas correspondentes aos 114 genes de interesse e

subdivididas em 6 grupos contendo 0s genes e seus respectivos dados de



38

expresséo, gerando assim 7 tabelas por banco de dados, somando um total de 84

tabelas.

5.2 Clusterizac&o das amostras

Cada conjunto de genes de bancos de dados individuais foi utilizado para
fazer o agrupamento em cluster das amostras. Nao foi possivel determinar uma
relacdo entre os grupos de genes e a separacdo de amostras. Nos agrupamentos
envolvendo a clusterizacdo de genes de autofagia e de pluripoténcia foi possivel

observar que alguns genes dos diferentes grupos se agrupavam.

5.3 Correlacéo dos dados

As analises de correlacdo de Pearson demonstraram relagdes entre 0os genes
de autofagia e pluripoténcia quando agrupados. Em iPSC, c-MYC parece se
correlacionar positivamente com ATG9B e ATG10, enquanto SOX2 se correlaciona
com ATG13. Nas linhagens ESCs, percebe-se as mesmas correlacdes em c-MYC.
SOX2 também parece se correlacionar com ATG13, mas também ha um correlacéo
com ATG9A e ATG10 (Tabela 4).
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Tabela 4. Dados brutos da correlacdo dos genes de autofagia com genes de pluripoténcia entre as amostras de ESCs, exemplificando o resultado

da correlacéo.

45:; 46: 47: 48: 49: 50: 51: 52: 53: 54: 55: 56: 57: 58: 59: 60: 61: 62: 63: 64:
Sox2 Sox2 Sox2 Myc Myc KLF KLF Nanog FBXO DPPA OCT4 OCT OCT LIN2 CTNN CTNN CTNN REX REX REX1
4 4 15 2 4 4 8 Bl Bl Bl 1 1
1:ATG2A ,650 ,565 ,564 ,625 -472 243 583 ,301 ,127 ,035 746 796 731,769 577 ,606 221,627 451 121
2:ATG2B -, 714 -,595 -,561 -,421 ,295 - - 112 -,394 321 -, 444 - - - -,235 -,330 -,149 - - ,089
154 418 633 ,580 ,704 436 211
3:ATG3 -,446 -,319 -,194 -,024 -,106 ,235 ,118 ,220 -,279 ,406 -,022 - - - ,198 ,184 -,009 - ,083 ,228
347 472 241 ,120
4:ATG4A ,216 ,420 ,389 576 - 720 ,409 537 AT1 ,029 ,354 284 365 ,386  ,405 ,501 ,642 -469 399 379 ,065
5:ATG4B A71 ,238 ,115 ,183 -,142 - ,006 321 -,222 ,176 ,689 ,608 544 308 ,401 ,243 451 438,365 ,289
,148
6:ATG4C ,287 524 ,639 ,684 -772 519 682 ,280 ,420 ,056 221,313 274 610 ,334 572 -421 465 428 ,045
7:ATG4D ,014 ,220 ,101 ,507 -,497 443 551 ,450 -,245 524 320 218 ,197 322 , 743 770 -,164 341 346 121
8:ATG5 ,379 ,644 ,648 , 745 -815 /588 ,751 ,343 ,279 ,020 262  ,399 365 ,669 ,425 ,676 -526 556  ,482 ,018
9:ATG7 , 730 ,846 ,850 ,680 -940 622 741 ,184 ,559 -,148 316  ,551 520 ,795 ,235 ,502 -,367 ,519 413 -,075
10:ATG9A ,916 ,843 ,862 ,529 -669 ,489 619 ,068 ,575 -,375 455 709 648 815 ,092 ,336 -119 478 318 -,104
11:ATG9B -, 709 -,816 -,808 -, 742 1,000 - - -,389 -,431 -,053 -,496 - - - -, 437 -,645 ,254 - - -,047
,613 787 ,665 612 819 ,635 546
12:ATG10 , 754 ,911 ,840 ,815 -854 558 813 212 452 -,166 455 715 676  ,936 ,429 ,690 -403 725 531 -,046
13:ATG12 ,484 , 756 ,591 727 -, 763 512 647 ,148 ,357 -,022 , 150 ,445 482 685 ,337 ,576 -534 502 ,325 -,217
14:ATG13 , 789 ,910 ,863 , 700 -902 ,658 ,790 ,143 ,619 -,221 313 ,625 ,619 ,854 ,208 ,493 -447 552 404 -,145
15:ATG13 ,879 , 765 ,820 ,531 -, 758 ,438 ,628 ,207 ,508 -,213 572 748 665 ,795 ,196 ,332 ,061 546 425 ,027
16:ATG13 ,820 ,926 ,916 776 -920 ,623 827 ,194 574 -,205 421 696 662 ,927 ,310 ,580 -,358 ,624 454 -,101
17:ATG14 ,084 ,225 ,339 ,339 -659 525 557 ,306 ,118 ,306 , 180 ,086 - ,269 8358 AT71 -175 215 317 ,165
,010
18:ATG16L1 ,120 -,139 -,003 -,371 274 - - -,179 ,301 -,417 -,145 - - - -,599 -,690 ,342 - - -,061
318,414 ,074 053 214 246 221
19:ATG16L2 , 704 ,559 ,587 ,118 -326 ,186 ,173 =277 ,628 -,493 , 1561 354 275 475 -,336 -,156 ,000 ,167 ,044 -,151
20:BECN1 , 741 , 764 , 725 , 795 - 792 422 764 ,416 ,178 ,092 , 752 ,866 ,789  ,892 ,674 776 -,008 ,765 ,592 114
21:ULK1 877 , 758 ,833 ,579 -,801 ,460 ,652 ,268 473 -,122 ,6563 ,768 ,658 ,810 ,293 ,435 ,098 536,427 ,038
22:ULK2 ,537 ,664 ,685 ,284 -,408 462 424 -,411 779 -,728 -230 ,130 ,125 /519 -,424 -,048 -571 077 - -,464
,081
23:ATG2B ,438 ,546 , 738 ,499 - 776,539 654 227 ,506 -,099 283 ,368 ,278 ,606 ,078 312 -317 ,386 ,370 ,047
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24:ATG2B ,420 ,617 ,670 432 -498 549 486 -,227 ,662 -,540 -149 100 ,036 521 -,276 ,101 -613 177 075 -,289
45:; 46: 47: 48: 49: 50: 51: 52: 53: 54: 55: 56: 57: 58: 59: 60: 61: 62: 63: 64:
Sox2 Sox2 Sox2 Myc Myc KLF KLF Nanog FBXO DPPA OCT4 OCT OCT LIN2 CTNN CTNN CTNN REX REX REX1
4 4 15 2 4 4 8 B1 Bl B1 1 1
25:ATG2B -,169 -,143 ,004 ,118 -,389 - ,010 ,647 -,223 ,575 249  ,079 ,082 - 272 ,159 ,080 ,106 ,250 ,292
,039 ,116
26:ATG3 ,496 , 719 ,718 ,848 -820 562 861 334 ,307 ,040 437 588 547 847 ,596 ,820 -357 ,693 554 ,037
27:ATG4B ,868 ,900 ,819 , 740 -,858 ,494 726 ,249 431 -,133 548 782 741 920 ,409 ,583 -,123  ,684  ,499 -,033
28:ATG4B ,888 ,826 775 ,663 -, 743 383 ,636 ,248 ,405 -,113 ,657 849 793 ,888 ,395 DS ,058 666 ,478 ,018
29:ATG5 222 347 ,355 ,579 -604 231 ,372 ,436 ,119 ,439 419 452 464 422 ,432 ,531 -121 361 ,301 ,059
30:ATG5 ,529 775 , 702 ,809 -813 574 ,807 ,246 ,307 -,064 320 531,499 801 ,489 744 -477 661 514 -,029
31:ATG7 -,321 -,306 -,431 -,061 -,109 - - ,520 -,554 , 762 ,154 - - - ,428 ,196 ,226 - ,160 ,298
,096 177 ,069 ,031 ,353 ,005
32:ATG7 ,605 ,813 ,640 ,670 -, 766  ,443 523 ,162 ,459 -,097 154,496 574 685 ,226 471 -579 529 366 -,141
33:ATG9B -, 719 -,825 -,818 -, 743 ,999 - - -,381 -,434 -,038 -,496 - - - -,440 -,652 ,252 - - -,045
614 797 ,670 ,616 ,829 ,642 548
34:ATG10 -, 709 -,816 -,808 -, 742 1,000 - - -,390 -,431 -,053 -,496 - - - -, 437 -,644 ,255 - - -,047
612 787 ,665 613 ,819 ,636 547
35:ATG10 ,565 , 755 , 799 , 763 - 797 635 817 ,208 ,460 -,108 382 565 512 817 ,313 ,622 -544 520 ,378 -,096
36:ATG10 ,455 ,640 ,582 ,545 -599 335 387 ,120 ,362 -,158 ,072 356 ,405 504 ,065 ,356 -,645 330 ,199 -,179
37:ATG12 , 701 ,847 , 704 , 701 -, 761 ,604 ,690 ,000 ,406 -,187 281 ,478 ,399 791 ,305 ,565 -,362 ,498 324 5,172
38:ATG12 -,078 -,138 ,190 -,202 -,130 ,118 - -,052 ,278 -,097 -,153 - - - -,405 -,291 ,000 - - ,019
,041 272,386,163 , 310  ,157
39:ATG16L1 ,098 ,222 ,289 ,275 -634 377 ,331 ,420 ,028 317 , 160 ,123 ,078  ,147 ,182 ,297 -,246  ,143 236 ,101
40:ATG16L2 -,066 -,400 -,331 -,643 ,518 - - -,199 -,037 -,108 -,065 - - - -,523 -, 719 ,558 - - ,008
455 618 142 142 458 420 351
41:BECN1 ,107 ,320 ,305 ,629 -635 ,468 ,679 ,466 -,142 426 410 323,251 464 , 756 ,827 -,186 501  ,497 ,206
42:ULK2 ,440 ,636 , 742 ,691 -,792 509 ,651 ,191 441 -,108 , 168,332,287 ,630 ,214 ,509 -477  ,404 317 -,085
43:ULK2 ,258 421 ,554 ,394 -,429 253 279 -,025 ,481 -,361 -157 ,081 ,115 ,330 -,236 ,073 -541 074 - -,279
,018
44:ULK2 -,336 -,560 -,509 -,649 ,582 - - -,157 -,225 ,010 -,195 - - - -,487 -,702 ,360 - - -,081
,398 655 372,333 ,639 591 481




41

Além disso, 0 gene LIN28 aparece correlacionado com ATG10, ATG13 e
ATG4B. Em células sométicas, apenas observou-se correlagdo entre c-MYC e
ATG10. Quando as correlagdes negativas, ou seja, as dissimilaridades, c-MYC se
correlacionou com ATG13 em iPSC, e nas linhagens ESCs esse mesmo gene se
correlacionou com ATG7 e ATG13 (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo dos resultados obtidos em analises de correlacdo entre os genes de
pluripoténcia e autofagia dos diferentes grupos de células.

Similaridade iPSC ESC Somaticas
c-MYC ATG9B, ATG10 ATG9B, ATG10 ATG10
SOX2 ATG13 ATGYA, ATG10, ATG13 *

LIN28 * ATG10, ATG13, ATG4B *
Dissimilaridade

c-MYC ATG13 ATG7, ATG13 &

*Nao houve correlagéo significativa > 0,9
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6. Discussao

A possibilidade de gerar células com um grande potencial de diferenciacdo
através da reprogramacdo celular tem se mostrado um grande avanco para a
pesquisa biomédica basica e aplicada, como a terapia celular. A inducdo de
pluripoténcia, originando as iPSCs, ja é uma técnica consolidada na literatura.
Entretanto, os mecanismos envolvidos na reprogramacédo celular ainda nao foram
completamente elucidados.

Nosso grupo prop6s o estabelecimento de relacdes entre os principais genes
envolvidos em processos de autofagia, pluripoténcia e diferenciacéo celular, a fim de
melhorar o entendimento sobre estes processos e suas interacdes. As alteracdes no
metabolismo energético das células submetidas a essas condi¢des pode ser a chave
para o entendimento da relacéo entre essas vias.

Estudos recentes tém mostrado que a reprogramacao celular € caracterizada
por uma transicdo de metabolismo oxidativo para glicélise anaerdbica, enquanto a
diferenciagdo requer biogénese mitocondrial e a maturagdo de mecanismos
oxidativos eficientes de producdo de energia (FOLMES et al., 2011). Tal como as
células cancerosas, as células-tronco embrionarias e as iPSCs exibem uma elevada
taxa de utilizacdo de glicose e producdo de lactato, que faz da glicélise anaerébia a
principal fonte de ATP (PANOPOULOS & BELMONTE, 2011).

Somado a isto, a inducdo de autofagia mitocondrial, em conjunto com a
inibicdo da biogénese mitocondrial (ZHANG et al., 2007), parece representar um
mecanismo adaptativo fundamental para manter a homeostase de oxigénio sob
condi¢cbes de hipoxia. Esta adaptacdo metabdlica parece ser necessaria para evitar
o aumento dos niveis de ROS e morte celular em culturas hipoxias (ZHANG et al.,
2008). Assim, a manutencdo do estado de pluripoténcia das células e processos
autofagicos decorrentes de mudancas metabdlicas na célula parecem estar

fortemente correlacionados.
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Os dados gerados neste trabalho mostram uma forte correlagéo (>0,9) entre o
fator de pluripoténcia Sox2 e os genes ligados a autofagia ATG9A, ATG10 e ATG13
em ESCs. Em iPSCs, apenas se identificou uma correlacdo com ATG13. Tais
achados sugerem que a reprogramacdo celular e a autofagia podem estar
associadas. Corroborando parcialmente com esta hipétese, Cho et al.,, (2013)
revelaram que a expressdo de Sox2 em células cancerosas induz o aumento da
expressdo de ATG10, ATG3, ATG4a , ATG4D e ATG8b em cerca de 2-4 vezes. Em
contraste, a expressdo SOX2 foi associada com a diminuicdo da expressao de
genes ATG12 , ATG16L2 e ATG9B. O mesmo trabalho também verificou uma
ligagdo putativa de Sox2 nos promotores de ATG10 e ATG12 abrigando 63% de
identidade. Além disso, foi demonstrado que a super expressao induzida de Sox2
promove a formacgéo de vacuolo, ativacao lisossomal e induz o acimulo de LC3.

E importante ressaltar que este estudo foi realizado utilizando bancos de
dados de células somaticas, além de iPSC e ESC, que sdo caracterizadas pela
expressao simultdnea de diferentes fatores de pluripoténcia, impossibilitando que
pudesse ter sido detectada a influéncia de cada um destes na expressao dos demais
conjuntos de genes aqui analisados. Em adicao, esse tipo de analise ndo permite
saber a heterogeneidade da populacdo celular, podendo haver a expressao de
diferentes fatores em uma andlise de célula Unica. Assim, essas andlises
possibilitam o conhecimento de um padrdo geral nas populacdes celulares
analisadas, ndo podendo determinar essa condicdo a células individuais.

Outro achado importante foi a correlacdo positiva de c-Myc com ATG9B e
ATG10 em ESCs e iPSCs, mas apenas de ATG10 nas células sométicas, sugerindo
a presenca da coexpressdo desses genes em todas as condi¢cdes avaliadas. De
mesmo modo, Lin28 foi correlacionado com os genes ATG10, ATG13 E ATG4B.
Além disso, c-Myc também se correlacionou negativamente com ATG13 em iPSCs e
com ATG7 e ATG13 em ESCs.

Entre as 31 proteinas do grupo ATG, 18 delas estdo envolvidas na formacao
do autofagossomo, dentre elas ATG4B, ATG7, ATG9A, ATG9B, ATG10 e ATG13
(KABEYA et al.,, 2007; KLIONSKY et al.,, 2003; SUZUKI & OHSUMI, 2007),
encontrados nos resultados da presente analise. Porém, esses genes parecem atuar

em diferentes vias (Figura 5).
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Figura 5. Vias de sinalizagdo da autofagia. Em vermelho, destacam-se os genes que foram
correlacionados com os genes de pluripoténcia neste estudo e seu papel em cada etapa da indugéo
da autofagia. (Adaptado de AUTOPHAGY SIGNALING, 2012)

Os genes ATG controlam a formacdo do autofagossomo através dos
complexos Atgl2-Atgs e LC3-ll. Atgl2 € conjugado com Atg5 numa reacéo
ubiquitina-like que requer Atg7 e Atgl0 (E1 e E2, como enzimas, respectivamente).
O conjugado Atgl2-Atg5 interage de modo nao covalente com Atgl6 para formar um
complexo grande. LC3/Atg8 é clivado na sua extremidade C-terminal pela protease
Atg4 para gerar o LC3-l citosdlico. LC3-I é conjugado a fosfatidiletanolamina,
também numa reacdo que requer ubiquitina-like Atg7 e Atg3 (E1 e E2, como
enzimas, respectivamente). A forma lipidada da LC3, conhecida como LC3-Il, é
ligada & membrana do autofagossomo (AUTOPHAGY SIGNALING, 2012).

O ATG13 é outro fator de autofagia necessario para a formacédo do
fagossomo, sendo ele um alvo da rota de sinalizagcdo da enzima TOR quinase. Esta
enzima é responsavel pela fosforilacdo de ATG13 e de ULK1 e pela regulacédo do
complexo ATG13-ULK1-RB1CC1l. Quando a TOR quinase estad inativa, em

condi¢cbes de baixos niveis de nutricdo celular, o ATG13 permanece desfosforilado
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e, assim, possui alta afinidade por ATG1 e ATG17, realizando assim a inducéo da
autofagia (GANLEY et al., 2009; MERCER et al., 2009).

Assim, os genes de autofagia aqui avaliados, com possivel correlagdo com os
genes de pluripoténcia, parecem ser essenciais para que essa via seja ativa e a

autofagia seja induzida.
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7. Conclusdes e Perspectivas

Nossos resultados demonstraram uma forte correlacédo entre alguns genes de
pluripoténcia e autofagia em ESCs e iPSCs, sugerindo uma relagéo entre essas vias
em células pluripotentes. Os fatores de pluripoténcia SOX2, c-MYC e LIN28

parecem se correlacionar com alguns ATGs importantes na indu¢éo da autofagia.

Visando que nos processos de autofagia, pluripoténcia e diferenciacdo estédo
envolvidas muitas vias de sinalizacdo, moléculas e fatores de transcricdo, séo
necessarias mais analises para aprimorar 0 entendimento das interacdes entre

esses grupos de genes e suas respectivas vias de sinalizagéo.

O préximo passo deste estudo sera analisar a ligacdo entre os genes de
pluripoténcia e a ativacdo de promotores dos genes de autofagia através de analises
do tipo chip-seq, confirmando a hipotese de correlacdo entre estes grupos

apresentada neste trabalho.
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