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RESUMO

Durante os primeiros dias do desenvolvimento péds-natal, os miocitos cardiacos
perdem a capacidade de proliferacdo, sendo o crescimento adicional do coracao
decorrente de hipertrofia e nao hiperplasia dos midcitos cardiacos. No entanto, em
situacées de estresse os midcitos cardiacos diferenciados podem apresentar
desdiferenciacao e reestabelecimento do ciclo celular. Os mecanismos envolvidos
nesse fendbmeno sao ainda pouco compreendidos. No presente estudo,
demonstramos que a ativagéo do fator de transcrigdo MEF2C (Myocyte Enhancer
Factor 2-C) tem papel critico no processo de desdiferenciacdo de mibcitos
cardiacos. Essa conclusédo foi obtida por meio de experimentos de ganho de
funcdo pela superexpressdo de MEF2C em mibcitos ventriculares de ratos
neonatos em cultura (MVRNs). Demonstramos que a superexpressdao de MEF2C
em MVRNs induziu a desdiferenciacéo e a ativacao de mecanismos envolvidos na
progressdo do ciclo celular. Esses resultados foram obtidos por meio de
experimentos de microarranjo de DNA, PCR em tempo real, western blotting e
analise do fenotipo celular por microscopias de luz, confocal e eletrénica de
transmissdo. Esses fend6menos foram atenuados pela superexpressao da quinase
de adesao focal (FAK), uma proteina que reconhecidamente exerce efeitos pré-
hipertréficos em midcitos cardiacos adultos. Experimentos in vivo e in vitro
demonstraram a interacdo direta entre o fator de transcricdo MEF2C e a FAK.
Estudos com base em ensaios de reagado cruzada associada a espectrometria de
massas, dindmica molecular, espalhamento de raios-X a baixos angulos e
mutacao sitio dirigida, demonstraram que as hélices 1 e 4 do dominio FAT da FAK
interagem diretamente com a dominio de ligagcdo ao DNA do dimero de MEF2C.
Estudos de afinidade e de gel shift demonstraram que a por¢cdao FAT da FAK
desloca a interagdo MEF2C/DNA in vitro. Ensaios de gene reporter demonstraram
que a FAK, mediada pela regido C-terminal, diminui a atividade transcricional de
MEF2C em células C2C12. O conjunto de dados demonstra que a ativacao do
fator de transcricio MEF2C em MVRNs induz a desdiferenciacéo e ativacdo de
mecanismos de progressao do ciclo celular e que a FAK impede esses efeitos
através da interagéo inibitéria no dominio de ligagdo de MEF2C ao DNA.

Palavras chave: Desdiferenciacéo Celular; Interagéo Proteina-Proteina; Miécito Cardiaco.
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ABSTRACT

During the first days of postnatal development, cardiac myocytes lose their ability
to proliferate, and the further growth of the heart is due to hypertrophy and not
hyperplasia of cardiac myocytes. However, in response to stress, cardiac myocytes
may have dedifferentiation and re-establishment of the cell cycle. The mechanisms
involved in this phenomenon are still poorly understood. In the present study, we
demonstrated that activation of the transcription factor MEF2C (myocyte enhancer
factor 2-C) plays a critical role in the process of dedifferentiation of cardiac
myocytes. This conclusion was obtained by gain-of-function experiments through
overexpressing MEF2C in neonatal rat ventricular myocytes in culture (NRVMs).
We also showed that overexpression of MEF2C in NRVMs induced the
dedifferentiation and activation of mechanisms involved on cell cycle progression.
These results were obtained by DNA microarray experiments, real time PCR,
western blotting and cell phenotype analysis by light microscopy, confocal and
electronic transmission. These effects were attenuated by overexpression of focal
adhesion kinase (FAK) protein known to exert pro-hypertrophic effects on adult
cardiac myocytes. In vivo and in vitro experiments demonstrated the direct
interaction between the transcription factor MEF2C and FAK. A model based on
crosslinking technology coupled with mass spectrometry, small angle X-ray
scattering and the site directed mutation analyses indicated that alpha-helices 1
and 4 of FAK FAT domain interacts directly with the DNA binding domain of
MEF2C dimer. Affinity studies and gel shift assay demonstrated that the FAK FAT
domain displaces the MEF2C/DNA interaction in vitro. Reporter gene assays
demonstrated that FAK, mediated by the C-terminal region, decreases the
transcriptional activity of MEF2C in C2C12 cells. The data set shows that the
activation of the transcription factor MEF2C in MVRNs induces dedifferentiation
and activation of cell cycle progression and that FAK prevents these effects by
inhibitory interaction with DNA binding domain of MEF2C.

Keywords: Cell Dedifferentiation; Protein-protein interaction; Cardiac Myocyte
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1.1. Biologia do Miécito Cardiaco: Aspectos fisioldgicos e patolégicos

Durante as fases iniciais do desenvolvimento do coracdo em mamiferos, os
miocitos cardiacos crescem tanto por hiperplasia (aumento no numero de células)
quanto por hipertrofia (aumento no tamanho da célula), resultando em um
aumento global na massa do coracdo (CLAycomB, 1992). No entanto, nos
primeiros dias apdés o nascimento, os midcitos cardiacos reduzem drasticamente
sua capacidade proliferativa. A diminuicdo da capacidade proliferativa dos midcitos
cardiacos de ratos ocorre entre o terceiro e quarto dia pos-natal, cessando
completamente por volta do 17° dia (LI et al., 1996). Todo aumento subsequente
no tamanho do coragdo ocorre, portanto, por hipertrofia (CLAYCcOMB, 1992). A
incapacidade dos midcitos cardiacos adultos de proliferarem € atribuida a um
bloqueio dos mecanismos que controlam o ciclo celular. Sendo assim, a maioria
dos midcitos adultos encontra-se nas fases Go ou Gi do ciclo celular, o que é

consistente com a diferenciagédo terminal destas células (CAPASSO et al., 1992).

A quiescéncia do ciclo celular é determinada por uma diminuicao
coordenada de reguladores positivos do ciclo celular, como Ciclina A, Ciclina E,
quinases dependentes de ciclina (Cdk1 e Cdk2) e por um aumento de inibidores
do ciclo celular, como inibidores de quinases dependentes de ciclina p21 e p27 e

da proteina do Retinoblastoma (Rb) (WALSH et al., 1997).

Introducdo
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Estudos que avaliaram a proliferagcdo em midcitos cardiacos de rato em
desenvolvimento determinaram que a sintese de DNA ocorre em duas fases
distintas (SOONPAA et al., 1996). A primeira fase ocorre durante a vida intrauterina
com 12 dias de vida, na qual observam-se cariocinese e citocinese, resultando no
aumento no numero dos midcitos cardiacos. A segunda fase ocorre no inicio do
periodo neonatal, atingindo o pico nos dias 4-6 pds-natal. Nesta fase, ocorre
cariocinese, mas nao citocinese, 0 que resulta em binucleacdo dos midcitos
ventriculares. Em roedores, até a terceira semana pos-parto, por volta de 85-90%
dos midcitos cardiacos séo binucleados, ja em seres humanos esse valor varia de
25- 57% (CLuBB e BisHOP, 1984; ScHMID et al., 1985; SOONPAA et al., 1996). O
significado fisioldgico de células binucleadas nao é claro. Supde-se que seja uma
resposta adaptativa, que confere aos midcitos cardiacos a capacidade de

aumentar a transcricdo génica e a sintese de proteinas.

Estudos em humanos demonstraram que o aumento na sintese de DNA em
miocitos cardiacos pds-natal ndo esta relacionado a divisao e proliferacao celular.
Foi relatado que aproximadamente 93% dos midcitos cardiacos que apresentam
aumento na sintese de DNA n&o apresentam citocinese. A sintese de DNA nessas
células pode levar meramente a binucleacao (divisao nuclear sem citocinese) ou a

poliploidia (maior ou igual a 4N) (Figura 01) (STEINHAUSER e LEE, 2011).

Introducdo
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Miocito Cardiaco

rd

Mitose g Mitose Mitose
Citocinese Citocinese Citocinese
Binucleacao Divisao Poliploidia
(25-27%) Y F9%) Yy (66%)

Figura 01 — Representacao de miocitos cardiacos adultos, demonstrando que o
aumento na sintese de DNA no miécito maduro, em humanos, leva a poliploidia na
maioria dos casos, seguido por binucleacdo e em menor niumero ocorre a divisao
celular (modificado de STEINHAUSER e LEE, 2011).
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Estudos de proliferagédo celular, utilizando bromodeoxiuridina (BrdU) e
incorporagao de timidina tritiada indicaram que o numero de midcitos cardiacos
que entram no ciclo celular é muito baixo, sendo que apenas 0,005% dos midcitos
cardiacos ventriculares mostram evidéncia de sintese de DNA em coracbes de
ratos adultos intactos (RUMYANTSEV e BORISOvV, 1987; SOONPAA e FIELD, 1998).
Embora ndo seja observado um aumento na sintese de DNA no coracao de ratos
infartados (0,004%) (PASUMARTHI et al., 2005), um indice mitético de 0,015-0,08%
tem sido relatado em miocardio humano apoés infarto do miocardio (KAJSTURA et
al., 1998; BELTRAMI et al., 2001). Assim, a capacidade proliferativa intrinseca de

miocitos cardiacos adultos é bastante baixa.

Em humanos, foram realizados estudos utilizando medi¢cdes de
incorporagao de Carbono 14 no DNA gendmico, para avaliar a idade dos miocitos
cardiacos. Foi observado que midcitos cardiacos adultos possuem a capacidade
de se renovarem, porém com uma diminuicdo gradual durante a vida, variando de
1% ao ano até os 20 anos de idade a 0,3% ao ano por volta dos 75 anos. Esse
estudo concluiu que menos de 50% dos midcitos sdo renovados durante toda a

vida de um individuo sadio (BERGMANN et al., 2009).

Assim, apdés uma lesdao grave, tal como ocorre durante o infarto do
miocardio, o miécito maduro é incapaz de gerar miocitos novos em uma taxa de
proliferacdo suficiente para substituir o tecido lesionado. Portanto, o dano
miocardico ocorre devido a perda dos miocitos cardicos e ao acumulo de fibrose, o

que contribui para a perda da fungao contratil do coracao (BuJA e VELA, 2008).

Introducdo
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Quando o coracdo de adultos € submetido a estimulos diversos, como:
eventos isquémicos, sobrecargas de pressdao ou de volume, fatores de
crescimento ou por estimulagdo com angiotensina |l ou agonistas a-adrenérgicos,
ocorrem alteracées nas células cardiacas culminando em um remodelamento
global do coragédo. Particularmente, o miécito cardiaco responde a esses
estimulos de 3 maneiras distintas: 1) Hipertrofia; 2) Morte celular e 3) Renovacao

(hiperplasia) em menor grau (Figura 02) (BUJA e VELA, 2008).

Estimulo patolégico crénico

Alteracoes no
midcito cardiaco

Morte celular Hipertrofia Proliferacao

Figura 02 - Vias envolvidas na resposta adaptativa do midcito cardiaco
decorrente de estimulos patolégicos cronicos (BUJA e VELA, 2008- Modificado).

Um dos principais processos adaptativos que ocorrem no remodelamento
cardiaco € a hipertrofia do midcito. O estresse hemodinamico é detectado pelo
midcito, via deformacao da membrana e alteracdo do citoesqueleto culminando na
ativacao de diversas vias, tais como: modificacdo de canais iGnicos sensiveis ao

estiramento; ativagcdo de proteinas sinalizadoras, como integrinas e enzimas
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tirosino quinases e a produgcdo e/ou secrecdo de fatores de crescimento
(SADOSHIMA e Izumo, 1997). Essas alteragbes ativam diversas vias de sinalizagao
intracelular que culminam no nucleo, onde ocorre modificacdo da expressdo
génica levando a alteragdes no fendtipo do midcito. O midcito hipertréfico
apresenta-se com seu tamanho aumentado, devido a um aumento das unidades
contrateis (sarcoOmeros), dispostos em paralelo (hipertrofia concéntrica) ou em

série (hipertrofia excéntrica) (SADOSHIMA e Izumo, 1997).

Em relagdo aos processos de morte e divisdo dos midcitos cardiacos no
processo de remodelamento, estudos demonstram que fisiologicamente a
renovagao do midcito cardiaco ocorre em uma taxa de aproximadamente 0,3% a
1% ao ano (BERGMANN et al., 2009). Essa taxa de renovacao, apesar de aumentar
bastante, em torno de 20 a 30 vezes apoés situagdes de injuria, ainda é inferior a
taxa de morte dessas células que gira em torno de 25-30% ao ano no coragao
insuficiente, o que contribui para a deterioracao estrutural e funcional do coracéo

(BELTRAMI et al., 2001; BUJA e VELA, 2008).

Uma possivel abordagem para promover a regeneracdo do musculo
cardiaco apés um infarto implica na inducao da proliferacao de miécitos cardiacos
no miocardio remanescente. O aumento no numero de miécitos cardiacos pode
ser estimulado por trés maneiras distintas: 1) Diferenciacdo de células tronco
cardiacas ou circulantes em midcitos cardiacos; 2) Estimulagéo da proliferacao do
miocito cardiaco, por meio de ativadores e bloqueio de inbidores do ciclo celular.

Nesse caso, ocorre a desdiferenciacao do midcito e posterior reativagéo do ciclo
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celular; 3) Transdiferenciagdo de fibroblastos em midcitos cardiacos funcionais;

(MERCOLA et al., 2011).

Na ultima década, houve um enorme progresso na definicdo dos fatores de
transcricdo e sinais envolvidos na diferenciacdo de células tronco em midcitos
cardiacos. Varios grupos tém gerado com éxito preparagdes derivadas de células
tronco, com mais de 50% de midcitos cardiacos funcionais (LAFLAMME et al., 2007;
YANG et al., 2008). Os desafios técnicos inerentes ocorrem na injegcdo do numero
suficiente de midcitos cardiacos diferenciados e em assegurar a sobrevivéncia e
integracao correta no organismo (LAFLAMME € MURRY, 2011). Estudos com injecéo
de células tronco embrionarias, em animais submetidos a isquemia coronariana,
para reparar o tecido lesionado foram realizados, porém os resultados sao ainda

controversos e ineficientes (LAFLAMME e MURRY, 2005; VAN LAAKE et al., 2008).

Em relacdo a estimulacdo da proliferacdo do midcito cardiaco, foi
demonstrado em animais transgénicos, utilizando promotor a-MHC (cadeia pesada
de miosina), que superexpressam mutantes das proteinas p53 e p193 (uma
ubiquitina ligase E3, também conhecida como Cul7) resultou em uma indugéo do
ciclo celular de midcitos cardiacos na area remota, 4 semanas apds a oclusédo
permanente da artéria coronaria. Uma concomitante redugdo no crescimento
hipertréfico do midcito cardiaco também foi observado neste modelo, sugerindo
que a ativacdo do ciclo celular interfere parcialmente no remodelamento

ventricular que ocorre apds o infarto (NAKAJIMA et al., 2004).
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Nesse mesmo contexto, em outro estudo, no coragdo adulto de animais
transgénicos para Ciclina D2, utilizando promotor a-MHC, foi observado um
aumento na proliferacdo de midcitos cardiacos, sendo esse aumento ainda mais
evidente no coragcdo apods infarto do miocardio. A proliferacdo desses miocitos
cardiacos adultos resultou em um aumento significativo no numero de midcitos
cardiacos e uma regressdo concomitante do tamanho do infarto (PASUMARTHI et
al., 2005). Coletivamente, estes dados sugerem que a modulagao da atividade do
ciclo celular de midcitos cardiacos pode ser explorada para promover o

crescimento regenerativo em coragdes infartados.

Considerando que os fibroblastos cardiacos constituem a maioria das
células do coracdo (60-70%) representam, portanto, uma fonte celular em
potencial para a restauracdo da fungcédo cardiaca apds lesdo miocardica. Os
fibroblastos podem ser reprogramados em células tronco pluripotentes, células
musculares e neurbnios por combinacdo de expressao de fatores de transcricao
(TAPSCOTT et al., 1988; WANG et al., 2003; TAKAHASHI e YAMANAKA, 2006; YU et al.,
2007; VIERBUCHEN et al., 2010; CAIAzzO et al., 2011). Estudos recentes (SONG et
al., 2012) demonstraram que quatro fatores de transcricdo, GATA4 e Hand2 e
MEF2C e Tbx5, podem cooperativamente reprogramar, tanto in vitro como in vivo,
fibroblastos de ratos adultos em uma célula similar ao midcito cardiaco, inclusive
com funcgéo contratil ativa. A superexpressao desses 4 fatores de transcricdo em
nao-miécitos no coracao de ratos, levou a uma melhora da fungédo cardiaca e

reducdo do remodelamento ventricular adverso ap6s o infarto do miocardio. De
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acordo com o estudo, os resultados sugerem uma estratégia para reparagao
cardiaca através da reprogramacao de fibroblastos residentes no coracdo com

fatores de transcricdo cardiacos.

O desenvolvimento do coragao é regido por diversos fatores de transcri¢cao
evolutivamente conservados, dentre eles destacam-se os fatores GATA, MEF2,
NK2, Tbx e Hand que controlam o destino das células cardiacas, a expressdo dos
genes que codificam proteinas contrateis e a morfogénese das estruturas
cardiacas (OLSON, 2006). Associados a estes, dezenas de outros fatores de
transcricdo contribuem para cardiogénese e em muitos casos, servindo como
fatores acessorios para estes reguladores. Dentre os fatores de transcricao
envolvidos na cardiogénese, nosso grupo tem dedicado esforgcos para
compreender qual o papel do fator de transcricdo MEF2 na homeostase do midcito

cardiaco.
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1.2 Fatores de Transcricao MEF2

1.2.1 Consideracoes Gerais

Os fatores MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2) pertencem a familia MADS
Box (MCM1-Agamous-Deficiens-Serum response factor) e foram descritos pela
primeira vez como fatores de transcricdo que se ligam a sequencias de DNA ricas
em A/T nos promotores de varios genes musculo-especificos. Existem 4 genes da
familia MEF2 que foram identificados em vertebrados: mef2a, b, ¢ e d que sado
expressos de forma distinta, mas em padrées de sobreposicdo durante a

embriogénese e nos tecidos adultos.

A familia de fatores de transcricdo MEF2 possui dominios de ligacdo ao
DNA quase idénticos na extremidade N-terminal com alta homologia no dominio
MADS Box (aminoacidos 1-57). Este dominio é responsavel pela ligacdo ao DNA
e dimerizagdo das proteinas, permitindo que os fatores MEF2 se liguem como
homo ou heterodimeros a um elemento cis com a sequencia de DNA
(C/T)TA(A/T)4TA(G/A). Um dominio adjacente ao MADS Box chamado dominio
MEF2 (aminoacidos 58-86) que é caracteristico da familia, influencia a afinidade
de ligacao ao DNA, dimerizacdo e interacdo com co-fatores (BLACK e OLSON,

1998).
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Ja a regiao C-terminal da familia MEF2 é composta pelo dominio de
transativacdo. Nessa regiao também ocorrem processos de splicing alternativo,
sendo que certos exons estdo presentes em todos os tipos celulares, enquanto

outros sao limitados a tipos celulares especificos (BLACK e OLSON, 1998).

Os fatores MEF2 desempenham um papel central na ativagdo dos
programas génicos que controlam diferenciacdo, proliferacdo, morfogénese,
sobrevivéncia e apoptose em diversos tipos celulares (linfocitos, neurdnios,
condrdcitos, endoteliais e musculares cardiaca, esquelética e lisa) (POTTHOFF e

OLSON, 2007).

Como exemplo, MEF2 estd relacionado a selegdo e diferenciacao de
timécitos por desencadear a apoptose (pré-apoptético) nas células que néo
sofreram desenvolvimento e maturagdo correta para se tornarem linfécito T. A
ativacdo da apoptose nessas células é dependente da regulacdo do promotor do
gene Nur77 por MEF2 (KASLER and VERDIN, 2007). Ja em neurdnios a atividade de
MEF2 esta relacionada com a sobrevivéncia celular (anti-apoptético), cuja
diminuicao da atividade de MEF2 ou a superexpressao de um dominante negativo

induz apoptose (MAO et al., 1999).

No musculo esquelético de vertebrados a diferenciagdo € regulada por
interacdes cooperativas de fatores de transcricado miogénicos com MEF2 e por
vias de sinalizagdo que regulam a atividade MEF2. Isso porque fatores MEF2 por

si s6 ndo possuem atividade miogénica, mas em combinagédo com fatores de

Introducdo

14



transcricdo bHLH (basic helix-loop-helix), direciona e potencializa o programa de
diferenciacdo miogénica (MOLKENTIN et al, 1995;. WANG et al, 2001). Esses dados
demonstram que MEF2 n&o é suficiente, mas necessario para induzir a
diferenciacdo de midcitos esqueléticos. Além disso, foi sugerido que, enquanto
MEF2A esta envolvido na inducdo de diferenciacdo muscular, MEF2C esta

envolvido na manutencao do estado diferenciado (BREITBART et al., 1993).

No miécito cardiaco, MEF2 regula a expressdo de diversas proteinas
estruturais e contrateis. Durante o periodo embrionario (7° dia), a repressdo da
atividade de MEF2C impede a diferenciacdo de cardiomioblastos em
cardiomiécitos, como também diminui a expressao dos fatores de transcrigcdo
GATA4 e Nkx2.5 (KARAMBOULAS et al., 2006). Esse estudo confirma o papel de
MEF2 como um regulador de outros fatores de transcricdo necessarios para a

diferenciacao de midcitos cardiacos.
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1.2.2 Regulacao da atividade de MEF2

A regulacao dos fatores de transcricdo MEF2 se faz por modificacdo da
afinidade de ligacdo a sua sequéncia especifica no DNA, pelo controle de sua
localizacdo nuclear e pela modulacdo de sua capacidade de estimular a

transcricdo génica (BLACK e OLSON, 1998).

Dentre os mecanismos especificos de regulacdo, podemos citar: a
interacdo com as Deacetilases de Histona Classe Il (HDAC-II), a desfosforilacdo
mediada por calcineurina, a fosforilacdo por quinases em residuos de treonina e
serina e a acetilagdo em residuos de lisina pelo co-ativador p300 (KATO et al.,
1997; ZHAO et al., 1999; MCKINSEY et al., 2001; WU et al., 2001; BACKS e OLSON,

2006)

As HDACs reprimem a atividade de MEF2 ao deacetilar a porcao N-terminal
das histonas, o que resulta em condensacao da cromatina (LU et al., 2000). Este
mecanismo inibe a atividade de transcricado de MEF2, porém sem afetar a
afinidade de MEF2 pelo DNA. Neste contexto, a Calmodulina Quinase (CaMK)
estimula a atividade de transcricao de MEF2 principalmente por libera-lo dos
efeitos inibitérios das HDACs, através da fosforilacdo de dois residuos de serina

na regiao N-terminal das HDACs (MCKINSEY et al., 2001; BACKS e OLSON, 2006).

As principais proteinas quinases envolvidas na ativacao direta de MEF2 sao

pertencentes a familia de proteinas quinase ativadas por mitégenos (MAPK -
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mitogen-activated protein kinase). A ativacao de MEF2 pelas MAPK p38 e ERK5
ocorre pela fosforilagdo em residuos de serina e treonina no dominio de
transativacdo de MEF2, levando a um aumento na atividade transcricional desse
fator de transcricdo (KATO et al., 1997; ZHAO et al., 1999). Ja a ativacdo de MEF2
por calcineurina ocorre pela defosforilagdo de alguns residuos de serina que
potencializam a atividade transcricional de MEF2 sem alterar a afinidade desse ao

DNA (Wu et al., 2001).

Outro nivel de regulagéo da atividade de MEF2 se da através da acetilagdo
de residuos de lisina (K116, K119, K234, K239, K252 e K264) no dominio de
transativacdo de MEF2 pelo o co-ativador transcricional p300 (MA et al., 2005; HE
et al., 2011). Mutagcbes em lisinas que foram demonstradas serem acetiladas por
p300 no dominio de transativacdo de MEF2C, afetam a afinidade de ligacdo do
MEF2 ao DNA e sua atividade transcricional. Em células C2C12, MEF2 é
preferencialmente acetilado em midcitos em diferenciagdo, mas nao em
mioblastos indiferenciados. Quando introduzido em mioblastos C2C12, o MEF2C
nao acetilado (carregando mutagdes em lisinas) inibe a diferenciacado miogénica.
Assim, além da fosforilacdo, a atividade transcricional de MEF2 também é

criticamente regulada por acetilacdo durante a miogénese (MA et al., 2005).

Por fim, foi demonstrada uma associagcdao entre MEF2 e o repressor
transcricional Cabin-1 que é responsavel por interagir diretamente com o dominio
MEF2 e recrutar Histonas Deacetilases para a regido, levando ao silenciamento

génico (HAN et al., 2003). A Figura 03 demonstra a estrutura cristalografica da
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proteina MEF2B (residuos 2-93 em verde) ligando-se de forma dimérica com sua
sequencia consenso de DNA (laranja) e em vermelho o peptideo da proteina
inibitéria Cabin 1, que interage no dominio MEF2 (residuos 60 a 76). Essa regiao
do MEF2 que interage com o repressor Cabin-1 compreende a mesma regiao de
interacdo do repressor HDAC e do co-ativador p300 (HE et al.,, 2011). Dessa
forma, a interagdo com Cabin 1 e HDACs inibem o recrutamento de co-
reguladores (p300) pelos fatores de transcricdo MEF2 porém sem afetar a

afinidade a ligacdo com DNA.

Figura 03 — Representacdo na forma de cartoon da estrutura cristalografica de
MEF2B (verde) ligado ao DNA (laranja) e ao repressor transcricional Cabin-1
(vermelho). (cédigo PDB: 1N6J).
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1.2.3 Efeitos da Atividade de MEF2 no Coracao

No coracgéo, diversos trabalhos demonstram que os fatores de transcrigéo
MEF2 participam de forma critica nas fases inicias do desenvolvimento cardiaco,

principalmente relacionado a diferenciacado de cardiomioblastos em cardiomidcitos.

Estudos demonstraram que a delegdo de MEF2C em camundongos foi
acompanhada pela diminuicdo da expressao de genes estruturais cardiacos e
mortalidade embrionaria (9,5° dia) devido a parada do desenvolvimento do tubo
cardiaco e nao formacdo do ventriculo direito, sugerindo que MEF2C tem um
papel critico no desenvolvimento cardiaco (LIN et al., 1997). Camundongos que
expressam um dominante negativo de MEF2C no coragcdo também morreram
durante o desenvolvimento pds-natal, sendo encontrado hipodesenvolvimento
cardiaco (KoLobDzIEJczYK et al., 1999). Camundongos com delegdo de MEF2A
morrem subitamente durante o periodo perinatal com dilatacdo do ventriculo
direito, desorganizagdo miofibrilar e anormalidades na estrutura e funcdo de

mitocdndrias (NAYA et al., 2002).

Apesar da ampla constatacdo da importancia dos fatores de transcricao
MEF2 nas fases inicias do desenvolvimento cardiaco, pouco se sabe sobre a
funcdo desses fatores no miécito cardiaco no periodo pds-natal ou no midcito

adulto.
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Algumas evidéncias dao suporte a participacao dos fatores da familia MEF2
na regulacdo da expressdao génica do miocardio em resposta a estimulos
hipertroficos. Foi demonstrado que a atividade de ligacdo do MEF2 ao DNA
aumenta cerca de 2 a 3 vezes tanto em resposta a sobrecarga de pressdo como
em resposta a sobrecarga de volume (MOLKENTIN e MARKHAM, 1993; NADRUZ et al.,

2003).

Além disso, estudos demonstram que a regulagdo da expressao de genes
do programa hipertréfico por estimulos mecéanicos € dependente de MEF2. Como
por exemplo, na regulacdo de genes que codificam proteinas de resposta imediata
(por exemplo, cJUN), proteinas sarcoméricas, proteinas mitocondriais codificadas
pelo genoma nuclear e proteinas relacionadas ao transporte celular de glicose

(NADRUZ et al., 2003; NADRUZ et al., 2004; NADRUZ et al., 2005).

Estudos de nosso laboratorio utilizando a técnica de silenciamento génico
com o uso de siRNA para MEF2C em camundongos demonstraram uma
diminuicdo da resposta hipertréfica do coracdo a sobrecarga pressoérica (PEREIRA

et al., 2009).

Por outro lado, estudos demonstraram que a superexpressao de MEF2A e
MEF2C esta associada ao aparecimento espontaneo de cardiomiopatia dilatada
em camundongos. Nesse modelo, a sobrecarga de pressédo induzida pela
coarctacao da aorta nao foi acompanhada por hipertrofia cardiaca compensatéria.

Ao contrario, esses animais apresentaram efeitos ainda mais deletérios na
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estrutura e funcdo do coracdo, com uma exagerada dilatacdo cardiaca, em
resposta a sobrecarga mecanica. A superexpressao de MEF2A e MEF2C em
cultura de midcitos cardiacos induziu desorganizagdo sarcomerica, com alteragdes

morfoldgicas das células, sem evidéncias de hipertrofia (Xu et al., 2006).

Ainda nesse contexto, outros estudos evidenciam que MEF2 néo é
necessario para a resposta hipertréfica do coragao frente a estimulos mecanicos.
El Azzouzi e colaboradores (2010) demonstraram que a inibicdo da atividade dos
fatores MEF2, com utilizacdo de dominante negativo, n&o impede o
desenvolvimento da hipertrofia e insuficiéncia cardiaca durante a sobrecarga de
pressdo em ratos. Além disso, esses animais apresentaram uma disfuncao
cardiaca exagerada em resposta a sobrecarga pressérica crénica. Os animais
com diminuigdo da atividade de MEF2 e submetidos a sobrecarga de presséo,
apresentaram defeitos mitocondriais, diminuicdo significativa de NADH
desidrogenase 6, producao excessiva de espécies reativas de oxigénio e aumento
de morte celular por apoptose (El Azzouzi et al., 2010). Esses dados sugerem que
a atividade transcricional de MEF2 no coracdao € importante para a adaptacao
mitocondrial em resposta a sobrecarga de pressdo, uma vez que a progressao
para a insuficiéncia cardiaca esta associada com uma diminuigéo na atividade das
vias respiratérias mitocondriais que levam a uma capacidade diminuida na

producédo de ATP (INGWALL e WEISS, 2004).

Portanto, a avaliagdo desses animais, ndo permite a obtencdo de dados

conclusivos sobre a funcado dos fatores MEF2 em midcitos cardiacos no periodo
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pbs-natal, na homeostase e no remodelamento cardiaco em resposta a estimulos

mecanicos.

Estudos de nosso laboratério dedicados ao entendimento dos mecanismos
envolvidos na transducdo de sinais mecéanicos extracelulares em sinais
bioquimicos intracelulares demonstraram que em resposta a sobrecarga de
pressdo por 60 minutos, ocorre um aumento na associagdo entre o fator de
transcricdo MEF2C com uma proteina quinase responsiva ao estimulo mecanico

FAK (Quinase de Adesao Focal) (CARDOSO, 2008).
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1.3. Quinase de Adesao Focal (FAK)

1.3.1 Estrutura

A FAK é uma tirosina quinase de aproximadamente 1053 amino&cidos, com
um peso molecular aproximado de 125kDa. Possui 3 dominios em sua estrutura: o
dominio FERM (band Four.1-Ezrin—Radixin—-Moesin), o dominio quinase e o

dominio FAT (Focal Adhesion Targeting) (Figura 04).

Y397 Y576 Y577 Y861 Y925

FERM
35 362 411 686 917 1053

Figura 04 — Esquema representativo da estrutura linear da FAK, demonstrando os
3 dominios (FERM, KINASE e FAT). Acima representado os residuos de tirosina
que sao fosforilados durante a sua ativagao. (LIETHA et al., 2007).

O dominio FERM, localizado na regido N-terminal, é responsavel pela
interacdo com a extremidade citoplasmatica da subunidade beta da integrina
(SCHALLER et al., 1995), e regula a atividade de quinase da FAK através de um
mecanismo inibitério intramolecular (COOPER et al., 2003; LIETHA et al., 2007). O

dominio FERM é composto por 3 lobos (F1, F2 e F3). O lobo F1 é responsavel
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pela interagdo com a proteina supressor tumoral p53. O lobo F2 foi descrito ser
responsavel pela translocagao para o nucleo celular. Ja o lobo F3 do dominio
FERM esta relacionado com a interacdo com a proteina Mdm2 (mouse double

minute 2) (LIM et al., 2008).

Uma sequencia de aminoacidos (/inker) conecta a regido N-terminal ao
dominio quinase. Esta sequencia contém o residuo de tirosina 397 que é sitio de
autofosforilagdo e ativacdo da FAK e um sitio para a ligagdo da por¢cdo SH2 da

proteina Src (CECCARELLI et al., 2006).

O dominio quinase na regido central correspondente a por¢ao catalitica da
enzima, apresenta uma alca de ativagdo que contém os residuos de tirosina 576 e
577 (CALALB et al., 1995). Esse dominio apresenta uma interagcdo auto-inibitoria
com o dominio FERM (LIETHA et al., 2007). No estado auto-inibitério, 0 dominio
FERM se estende pelos lobos C e N do dominio quinase, inclusive pela al¢a de
ativacao desse dominio, que contém os residuos de tirosina 576 e 577. O maior
contado entre os dois dominios ocorre entre o subdominio F2 e o lobo C do

dominio Quinase (Figura 05).
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Linker ~ 1Yr397,

Kinase C-lobe FERM

Figura 05 — Estrutura tridimensional da conformagédo auto-inibitéria da FAK. A
estrutura é composta pelos dominios FERM e Quinase (LIETHA et al., 2007).

Ja aregidao C-terminal da FAK é composta por uma por¢ao rica em sitios de
interacdo proteina-proteina (sequencias ricas em prolina) e pelo dominio FAT
(Focal Adhesion Targeting) responsavel pelo direcionamento da FAK para regides
de adesao focal (HILDEBRAND et al., 1993) e pela associacdo com as proteinas
talina (CHEN et al., 1995) e paxilina (HILDEBRAND et al., 1995). O dominio FAT &
composto por 4 alfa-hélices dispostas paralelamente, conforme demonstrado na

estrutura cristalografica da Figura 06.
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Figura 06 — Estrutura cristalografica do dominio FAT da FAK (pdb: 1K40) (HAYASHI
et al., 2002).

Foi demonstrado que a regiao C-terminal da FAK, denominada FRNK (FAK
relacionada-ndo-quinase, por ndo possuir nem o dominio FERM nem o dominio
quinase) é expressa de forma independente em certas células e pode funcionar
como reguladora negativa da atividade da FAK (NOLAN et al., 1999; TAYLOR et al,
2001). A expressao da FRNK é controlada por elementos transcricionais que
residem entre o ultimo exon do dominio quinase e o primeiro exon do dominio C-
terminal, demonstrando regulagdes génicas distintas entre FAK e FRNK (NOLAN et

al., 1999).

Além da demonstracdo que a expressao de FRNK ocorre de forma
independente da expressado de FAK, outros estudos demonstraram que a proteina
FRNK pode também ser gerada por protedlise mediada por calpaina 2 no residuo
de serina 745 da proteina FAK, gerando um fragmento com tamanho aproximado

da FRNK enddgena (CHAN et al., 2010).
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Na maioria das células, a superexpressao de FRNK inibe a migragéo,
proliferacdo e adesao celular. (TAYLOR et al, 2001). Sugere-se que os efeitos da
FRNK sé&o decorrentes da acao inibitoria sobre a atividade de FAK por competir
com a proteina FAK pelas regides de adeséao focal nas células e pelos sitios de

interacao proteina-proteina (NOLAN et al., 1999).

Estudos recentes em ratos neonatos (O'NEILL et al., 2012) demonstraram
que o inicio da expressdo de FRNK enddgena coincide com parada no ciclo
celular desses midcitos cardiacos pds-natal. Sendo que a superexpressdo de
FRNK no coracdao embrionario levou a letalidade associada a reducdo na
proliferacdo de midcitos cardiacos, sugerindo que o aumento de FRNK po6s-natal
pode ser critico para promover a quiecéncia na proliferacdo do miocito. Por outro
lado, a deplecdo de FRNK no coragdo promove um aumento na sintese de DNA
no 10° dia pds-natal desses coragdes acompanhado por: aumento no contetudo de
DNA, multi-nucleagao celular, marcacdes positivas de citocinese e divisdo celular
e sem evidéncias de apoptose. Além disso, os coragdes desses animais com
deplecdo de FRNK desenvolveram alargamento ventricular em decorréncia do
crescimento por proliferacdo dos midcitos (hiperplasia) em vez de hipertrofia
(O'NEILL et al., 2012). Estes dados indicam que a FRNK endbgena tem papel
importante na homeostase do miécito, regulando a sintese de DNA e a divisao

celular no miocardio p6s-natal.
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1.3.2 Mecanismos de Ativacao da FAK

A sinalizacdo via FAK requer que esta seja ativada através da
autofosforilagdo no residuo de tirosina 397. Essa fosforilacdo em tirosina resulta
na formacdo de um sitio de alta afinidade para a porcdo SH2 da Src e essa
associacao favorece a fosforilagdo em outros residuos de tirosina da FAK (407,
576, 577, 861 e 925) levando a uma atividade maxima desta enzima (CALALB et al.,

1995).

O residuo 397 fosforilado constitui ainda um sitio de ligagdo para outras
proteinas como a PI3K, participando nas cascatas de sinalizagcdo anti-apoptéticas
via AKT. Os residuos de tirosinas 576 e 577 se encontram no interior do dominio
quinase da FAK e a fosforilagdo destes sitios estdo envolvidas na regulacao da
atividade enzimatica (MAA e LEu, 1998). A fosforilacdo do residuo 861 demonstrou
estar relacionada a associacdo com a proteina p130CAS (LiIm et al., 2004). Ja a
fosforilacdo da tirosina 925, localizado no dominio Cterminal da FAK, cria sitios de
ligacao para o dominio SH2 da proteina adaptadora Grb2. Essa associacao leva a
ativacdo de MAPkinases, reguladoras do crescimento e proliferacdo celular

(SCHWARTZ et al., 1995; PARSONS 1996; SCHLAEPFER et al., 1998).

Estudos anteriores demonstraram que estimulos mecéanicos em midcitos
cardiacos induzem um aumento na fosforilacdo e, por conseguinte, na atividade

da FAK. O estiramento aplicado diretamente em midcitos cardiacos de ratos
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neonatos provoca a ativagcao da FAK, verificada pelo aumento na fosforilagdo em
tirosina 397, utilizando anticorpo anti-pFAK (Ty397) (TORSONI et al., 2003). Da
mesma forma, a sobrecarga pressorica, induzida pela constriccdo do arco adrtico
em modelo animal, induz um aumento na fosforilagdo da FAK (FRANCHINI et al.,
2000). Uma vez ativada essa proteina ativa uma série de proteinas (ERK, JNK,
MAP, RhoA/ROCK) envolvidas no processo de hipertrofia cardiaca (FRANCHINI et
al., 2000; DoMINGOS et al., 2002; ToORSONI et al., 2003; FONSECA et al., 2005;

NADRUZ et al., 2005; TORSONI et al., 2005).

1.3.3 Controle da Atividade da FAK

Foi demonstrado anteriormente (TORSONI et al., 2003; FONSECA et al., 2005;
SANTOS et al.,, 2011) que a manutencdo da FAK em seu estado quiescente em
midcitos cardiacos, pode ser dependente da interacao entre o dominio FERM da
FAK e a cadeia pesada da miosina sarcomérica. Os resultados desses estudos
demonstraram que FAK e miosina estdo associadas na banda A sarcomérica em
miocitos cardiacos e que a ativagdo da FAK, por estimulo mecénico, reduz
drasticamente essa associagdo. Esses estudos sugerem que a deformacdo da
miosina sarcomérica induzida pelo estiramento, daria inicio ao processo de
desbloqueio da autoinibicado que o dominio FERM exerce no dominio catalitico da

FAK, possibilitando a fosforilagdo e ativagéo do sitio de tirosina 397.
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Estudos demonstram que o nivel de fosforilagdo basal da FAK seja
regulado pela atividade basal da tirosino-fosfatase SHP2 e também que a
sustentacdo de niveis elevados de fosforilacdo da FAK em midcitos cardiacos
submetidos a estimulos mecanicos se deve a inibicdo da atividade da SHP2. (Yu
et al.,, 1998; MANES et al., 1999; MARIN et al., 2008). Além disso, estudos
demonstram que a inativacdo da SHP2 é acompanhada por aumento na
fosforilagcdo em tirosina e, consequentemente, ativacao da FAK em células em

cultura (Yu et al., 1998; MARIN et al., 2008).

1.3.4. Efeitos da Ativacao da FAK no Coracao

Os efeitos da FAK em células proliferativas estdo bem compreendidos e
estdo relacionados a regulagdo de vias de crescimento e proliferacdo celular
mediado pela ativacdo de MAPKinases via ligacdo com a proteina adaptadora
Grb2 através da regidao Cterminal da FAK (SCHLAEPFER et al., 1994). Sao relatados
também que a FAK promove a sinalizacao de vias relacionadas a sobrevivéncia

celular via ativagdo da via Src-PISK-AKT (CHEN et al., 1996).

No entanto, os efeitos da ativagcdo da FAK em células terminalmente

diferenciadas, como no caso dos midcitos cardiacos, sao pouco compreendidos.
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Estudos prévios, sobre mecanismos patogénicos da hipertrofia e
insuficiéncia cardiacas demonstraram a importancia critica da sinalizacao pela
quinase de adesdo focal (FAK) para as alteragbes fenotipicas dos midcitos
cardiacos em resposta a estimulos mecanicos (FRANCHINI et al., 2000; DOMINGOS
et al., 2002; TORsONI et al., 2003; NADRUz et al., 2003; NADRUZ et al., 2004;
FONSECA et al., 2005; KOBARG et al., 2005; NADRUZ et al., 2005; TORSONI et al.,

2005).

A FAK uma vez ativada participa na transdugéo de sinal em decorréncia de
estimulo mecanico. A ativacao da FAK por estiramento em midcitos cardiacos tem
papel critico na regulagdo da re-expressao de genes do programa fetal induzida
por estimulo mecéanico (TORSONI et al., 2003; NADRUZ et al., 2005). Existe ampla
constatacao experimental (HOSHIJIMA e CHIEN, 2002) de que a re-expressao do
programa génico fetal é parte essencial para o estabelecimento das modificagdes

fenotipicas do miocardio observadas na hipertrofia e remodelamento cardiacos.

Estudos em animais com delecdo génica da FAK resultaram em defeitos
mesodermais e letalidade embrionaria, por volta da segunda semana,
principalmente devido a defeitos no desenvolvimento cardiaco (ILiCc et al., 1995;
FURUTA et al., 1995). Além disso, animais com delecao génica condicional para
FAK em midcitos cardiacos apresentaram também alta letalidade embrionaria com
defeitos na parede ventricular e defeitos no septo ventricular (PENG et al., 2008).
Esses dados indicam que a FAK estaria envolvida em processos essenciais no

desenvolvimento do coragéo.
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Recentemente, a importancia da sinalizacdo da FAK no crescimento
hipertréfico do ventriculo esquerdo provocado por estimulos mecanicos foi
estudada em camundongos transgénicos, onde a expressao de FAK foi depletada
em midcitos cardiacos utilizando-se a tecnologia de Cre recombinase dirigida pelo
promotor da miosina de cadeia leve 2v (PENG et al., 2006; DIMICHELE et al., 2006).
Nestes modelos, o coragdo se desenvolveu normalmente e apresentou funcao
normal em condi¢cdes basais embora resultados discrepantes foram observados

sob condi¢des de sobrecarga pressorica.

PENG et al., 2006, mostraram que a indugdo da hipertrofia por coarctacédo
da aorta em camundongos com deplecdo de FAK resultava em remodelamento
maladaptativo prematuro do ventriculo esquerdo, caracterizado por dilatagéo,
aumento da fibrose intersticial e deterioracdo funcional. Ainda, a coarctacao
induziu o aumento da expresséo génica de marcadores moleculares de hipertrofia
cardiaca. Por outro lado, DIMICHELE et al.,, 2006, mostraram que a perda da
expressdao de FAK atenuava a resposta hipertréfica dos midcitos cardiacos em
relacdo a coarctacao da aorta, incluindo a expressao de marcadores moleculares
de hipertrofia. Estes dados, embora discrepantes, sugerem que a FAK possui
papel importante na instalagdo da hipertrofia adaptativa cardiaca em resposta a

sobrecarga pressorica.

Dados do nosso laboratério, utilizando inibicdo génica da FAK através do
uso de interferéncia por RNA (siRNAfrak), demonstraram que animais pré-tratados

com siRNArak € submetidos a sobrecarga pressérica induzida pela constriccao da
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aorta, apresentaram uma atenuacao da hipertrofia ventricular esquerda e uma
melhora na fungdo cardiaca. Além disso, esses animais apresentaram uma
diminuicdo do marcador génico de hipertrofia -MHC e uma atenuagéo da fibrose
intersticial. Adicionalmente, o estudo demonstrou, que animais submetidos a
sobrecarga pressorica e tratados apds quatro semanas com SiRNAfak,
apresentaram uma regressao da hipertrofia ventricular esquerda, uma atenuagao
no didmetro dos miécitos cardiacos e uma atenuagcdo na fibrose intersticial

(CLEMENTE et al., 2007).

Esses dados indicam que a FAK é importante ndo apenas para o
desenvolvimento da hipertrofia ventricular, mas também para a manutengéo do

estado hipertrofico induzido por sobrecarga pressorica.

1.3.5. Distribuicao Subcelular da FAK

A FAK apresenta uma distribuicdo citoplasmatica em miécitos cardiacos,
localizando-se nos pontos de adesao focal, na regido intracelular de juncao das
integrinas com proteinas do citoesqueleto (CARY e GUAN, 1999) e presente na
banda A sarcomérica, associada a cadeia pesada de miosina (FONSECA et al.,

2005; SANTOS et al., 2011).
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Estimulos mecéanicos provocam modificagdes na localizagdo subcelular da
FAK. Em miécitos cardiacos submetidos a 60 minutos de sobrecarga ventricular
esquerda, ocorre acumulo de FAK no compartimento nuclear (FONSECA et al.,
2005). Estes dados estdo de acordo com dados de estudos anteriores (Y1 et al.,
2003; Y1 et al., 2006), que indicam que a FAK e FRNK se acumulam no nucleo e
discos intercalares de midcitos hipertréficos em ratos espontaneamente
hipertensos com faléncia cardiaca. Midcitos cardiacos de ratos neonatos em
cultura submetidos a 30 minutos de estiramento apresentam também grande
quantidade de FAK no nucleo (SENYO et al., 2007). Estes dados dao suporte a
ideia de que a translocagédo nuclear da FAK pode exercer fungdo importante na

transducédo de sinal em midcitos cardiacos.

Ainda em suporte a hipétese de que a FAK pode contribuir diretamente para
sinalizagao no nivel do nucleo, a sequencia de aminoacidos da FAK apresenta um
dominio LXXLL (onde L € leucina e X é qualquer amino&cido) na por¢ao Cterminal
da FAK. Esta sequencia é reconhecida como uma sequencia de reconhecimento
de receptores nucleares (SAVKUR e BURRIS, 2004). Portanto, € possivel que a
sequencia LXXLL da FAK habilite ligacdes a receptores nucleares e determine sua

participacao no controle da atividade transcricional.

Além disso, LIM et al., 2008 relataram que o lobo F2 do dominio FERM é o
responsavel pela localizacdo nuclear da FAK. Mutacées pontuais em 5
aminoacidos basicos (Lisina 190, 191, 216, 218 e Arginina 221) no lobo F2 do

dominio FERM inibiram a translocagdo da FAK para o nucleo.
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Por fim, estudos recentes de nosso laboratério, demonstraram uma
associacao entre o fator de transcricdo MEF2C e FAK no nucleo de midcitos
cardiacos de ratos submetidos a constriccdo da aorta por 60 minutos (CARDOSO,
2008). No entanto as caracteristicas estruturais do complexo MEF2C/FAK bem

como a topologia da interagdo permaneceram inexploradas.
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2. OBJETIVO

Objetivo
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Objetivo:

Investigar a interacdo entre o fator de transcricdo MEF2C e a FAK e suas

implicagdes na regulagédo da homeostase dos midcitos cardiacos.

Objetivos Especificos

1 — Definir a natureza da interacéo entre MEF2C e FAK

2 — Avaliar o efeito da interagdo com FAK na fungao transcricional de MEF2C;

3 - Avaliar as consequéncias da interagdo entre MEF2C e FAK na homeostase

dos miécitos cardiacos.
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3. MATERIAL E METODOS

Material e Métodos
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3.1 Material

Anticorpos: anti-FAK (c-20), anti-GAPDH (FL335), anti-Desmina (H76),
anti-Ciclina E1 (M-20), anti-Actina (H196) da Santa Cruz Biotechnology, anticorpo
secundario anti-rabbit biotinilado da Amersham, anticorpo secundario anti-mouse
biotinilado da Amersham, anti-MEF2C (AP100561) da Protein Tech, anti-Miosina

(ab- 15-100) da Abcan.

Reagentes: DMEM e estreptomicina-ampicilina foram adquiridos da
Nutricell, soro fetal bovino, soro equino e OPTI-MEM® da Gibco BRL Co.
Pancreatina foi adquirida da Sigma, colagenase tipo Il da Worthington. Proteina
A/G plus foram adquiridas da Santa Cruz Biotechnology (USA). Trizol, Superscript
Il e LipofectaminaTM 2000 foram adquiridos da Invitrogen, faloidina conjugada a
rodamina da Molecular Probes. AmpliscribeTM T7 high yield transcription foi obtido
da Epicentre Biotechnologies. O meio de montage Vectashield contendo DAPI foi
adquirido da Vector Laboratories. Os moldes de nucleotideos foram

encomendados da IDT.

Animais: Neste trabalho foram utilizados ratos neonatos da linhagem
Wistar provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP, com 1 a 3

dias de vida.
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3.2. Cultura de Células — Miécitos Ventriculares de Ratos Neonatos (MVRNSs)

Detalhes da técnica de extracédo e estiramento de midcitos ventriculares de
ratos neonatos (MVRNs) foram descritos anteriormente (SEN et al., 1988; TORSONI
et al., 2003). Os neonatos tiveram seus coragdes extraidos do térax e os
ventriculos foram separados dos atrios, reduzidos a pequenos tamanhos com o
auxilio de pinca e tesoura estéreis, entdo transferidos para uma placa contendo
solucao tampao ADS 1X estéril (6,8 g NaCl, 4,76 g Hepes, 0,138 g NaH4PO4, 1,0
g D-glucose, 0,4 g KCI, 0,195 g MgSO4 * 7 H20 e agua MilliQ para um volume
final de 100 ml). O tecido foi entdo submetido a multiplas digestdes enzimaticas (5
a 6 digestdes de 20 minutos cada) a 37 °C usando-se para isso uma mistura de
colagenase tipo Il (80 U/ml) e pancreatina (0,6 mg/ml) (tampdo ADS 1X, 80
unidades/ml colagenase tipo Il e 0,6 mg/ml pancreatina). A solugdo obtida em
cada digestdo foi transferida para um tubo contendo 1,0 ml de soro fetal bovino
(SFB), centrifugada (3000 rpm, 5 minutos, 37° C) e os pellets resultantes foram
ressuspendidos em 1,0 ml de SFB, colocados em placa de petri 35mm e mantidos
em uma atmosfera de 95% de O2 e 5% de CO2, a 37° C, até o final da digestéao

do restante do tecido.

Os midcitos cardiacos foram purificados em um gradiente descontinuo de
Percoll, ressuspensos em meio de plaqueamento contendo DMEM, 10% de soro

de cavalo, 5% de soro fetal bovino, bromodeoxiuridina 0,01% e 0,5% de antibiético
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(penicilina/estreptomicina - 100 U/ml). ApO6s a separagdo, as ceélulas foram
plagueadas em placas de 10 cm. Apds 48 horas, o meio foi substituido pelo meio
de manutengao contendo DMEM, 0,5% antibidtico (penicilina/estreptomicina - 100
U/ml), bromodeoxiuridina 0,01% e os midcitos foram incubados por 24 horas em

estufa (atmosfera de 95% de O2 suplementado com 5% CO2).

3.3 Extrato Proteico de Células

Para a extracdo das proteinas, as células foram rapidamente removidas,
homogeneizadas imediatamente em tampéo de extracao-RIPA (50mM Tris-HCI pH
7.4; 150mM NaCl; 1mM EDTA; 1% NP40; 0.25% Deoxicolato de Sédio; 5mM
fluoreto de sodio; 2mM ortovanadato de soédio; Sug/ml PMSF; 0,1 mg/ml

aprotinina).

Apbés 30 minutos de incubacdo em gelo, os homogenatos foram
centrifugados a 4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insoluvel
e o0 sobrenadante utilizado para os ensaios. A determinacdo do conteudo de
proteinas totais do sobrenadante foi feita pelo método de Lowry (LOWRY et al.,

1951).

Apés quantificagao das proteinas, 400uL de amostra acrescida de 100uL de

tampao da amostra 5x (0,0625M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 5% b-Mercaptoetanol;
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10% glicerol e 0,01% bromofenol) e 0,015g de DTT, foram aquecidos a 95° C por
5 minutos e armazenados em biofreezer -80° C para posterior andlise das

proteinas por western blotting.

3.4 Western Blotting

As amostras das proteinas normalizadas foram submetidas a eletroforese
em gel de acrilamida- SDS-PAGE em aparelho de eletroforese BIO-RAD miniature
slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). A
eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi
realizada por 90 minutos a 120V em aparelho miniaturizado de transferéncia da
BIO-RAD, utilizando tampao de transferéncia (25mM Tris-HCI; 20% metanol;

0,02% SDS; 192mM glicina).

A membrana foi incubada por 45minutos, a temperatura ambiente, em
solucdo de bloqueio (5% leite desnatado; 25mM Tris-HCI; 125mM NaCl; 0,02%
Tween 20, pH8.0) para minimizar ligacado inespecifica dos anticorpos e depois
lavadas por 3 vezes de 5 minutos cada sob agitacdo a temperatura ambiente em

solugdo TBS-T (25mM Tris-HCI; 125mM NaCl; 0,02% Tween 20, pH8.0).

Para a imunomarcacao, as membranas foram incubadas com os anticorpos

policlonais anti-FAKc20 (diluicdo 1:1000), anti-MEF2c21 (diluigdo 1:1000) anti-
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GAPDH (diluicao 1:1000) em solugéo de anticorpo (3% leite desnatado; 25mM

Tris; 125mM NaCl; 0,02% Tween 20 pH8.0) durante 16 horas a 4° C.

Apbs serem lavadas por 15 minutos em solucdo TBS-T, as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicao
1:5000) por 120 minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo a temperatura
ambiente. Ap6s este periodo, as membranas foram novamente lavadas por 30
minutos em solugcdo TBS-T. As membranas foram expostas a um agente
quimioluminescente proveniente do kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific, EUA), e a reagdo produziu fluorescéncia
proporcionalmente a quantidade de proteina. As imagens foram adquiridas no

Image QuantTM 300 da GE Healthcare.

As bandas das imagens foram quantificadas por densitometria éptica

utilizando o software Imaje J.

3.5 Transfeccao de midcitos cardiacos de ratos neonatos em cultura

Para a transfeccdo dos plasmideos contendo FAK_FLAG, FERM_FLAG,
CTERM_FLAG e o controle pFLAG (plasmideo sem inserto), os miécitos
cardiacos foram cultivados por 72 horas (1*10° células/well) sendo as Ultimas 24

horas de cultivo na auséncia de soros e antibiéticos. Em seguida os midcitos
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cardiacos foram tratados por 48 horas com os plasmideos complexados com
lipofectamina. Como controle da reacdo, midcitos cardiacos foram tratados

somente com o reagente Lipofectamina 2000 (2ul/ml).

Os complexos foram preparados adicionando-se a lipofectamina ao OPTI-
MEM seguida por uma incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente. Em
paralelo, os plasmideos (28ugDNA/placa) foram incubados com OPTI-MEM por 5
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, para a formacédo do complexo de
transfeccao, os siRNAs e o plasmideo com OPTI-MEM foram incubados com a
lipofectamina pré-incubada com OPTI-MEM por 45 minutos a temperatura
ambiente. A seguir as células foram transfectadas por 48 horas. Apbs a

transfeccao os midcitos cardiacos extraidos para posterior anélise.

3.6 Cultura de células — C2C12

Foi utilizada a linhagem celular C2C12 proveniente de musculo esquelético
de camundongo C3H. As células C2C12 foram cultivadas em meio de cultura
composto por DMEM (Nutricell) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Gibco) e
1% de penicilina-estreptomicina (Nutricell), em garrafas de cultura mantidas em

estufa a 5% de CO2 a 37¢ C.
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Ao atingirem 70% de confluéncia, para nao perder a populagdo mioblastica
pela confluéncia, as células foram removidas da garrafa utilizando-se solugao de
tripsina 0,25% (Sigma) e centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm. O pellet foi
homogenizado em meio de cultura, as células foram contadas, com o corante de
exclusdo azul de tripan, em camara de Newbauer e plagueadas na densidade de

10* células/placa.

3.7 Transfeccao das células C2C12

As células C2C12 foram plagueadas em placas de 24 poc¢os, na densidade
de 10* céls/ml. Apés 48 horas de plagueamento, os mioblastos foram

transfectados.

Para a transfeccdo dos plasmideos contendo o gene para MEF2C
selvagem (pcDNA3), FAK selvagem (pcDNA/FAK-Flag), o dominio FERM da FAK
(FERM/FLAG), a regiao Cterminal da FAK (CTERM/FLAG) e apenas o plasmideo
fechado (pcDNA/Flag). foi utilizada a mesma metodologia de transfeccdao em

miocitos cardiacos previamente descrita no item 3.5.

Os complexos foram preparados adicionando-se a lipofectamina ao OPTI-
MEM seguida por uma incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente. Em

paralelo, os plasmideos (28ugDNA/placa) foram incubados com OPTI-MEM por 5
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minutos a temperatura ambiente. Em seguida, para a formag&o do complexo de
transfeccao, o plasmideo com OPTI-MEM foi incubado com a lipofectamina pré-
incubada com OPTI-MEM por 45 minutos a temperatura ambiente. A seguir as

células foram transfectadas por 48 horas.

3.8 Microscopia Confocal

Células em cultura foram lavadas 3 vezes em tampao PBS 1x pH7.4
(137mM NaCl, 27mM KCI, 43mM Na2HPO4, 14mM KH2PO4,). Em seguida, as
células foram fixadas em paraformaldeido 4% (p/v) mais sacarose 4%, durante 15
minutos, a temperatura ambiente. Este material foi submetido a reagdo de

imunofluorescéncia.

As células foram incubadas com solucdo bloqueadora (0,8% Triton X-100,
3% BSA, diluido em PBS 1x, pH 7,4), por 1 hora, a temperatura ambiente. A
seguir, as células foram lavadas e incubadas com faloidina conjugada a rodamina
por 2 horas a temperatura ambiente. As laminas foram montadas em Vectashield

com DAPI e examinadas pelo microscépio confocal LSM710_780 Zen.
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3.9 Proteinas Recombinantes

As sequéncias génicas codificadoras do dominio FAT da FAK foi inserida
no vetor pET28a-TEV. A proteina MEF2C_95 foi clonada tanto em vetor

pET28a_SUMO quanto em pET28a_GST.

A construcao do dominio FAT da FAK foi transformada em Escherichia coli
(E. coli BL21DE3 C41. As constru¢gdes de MEF2 foram transformadas em
Escherichia coli (E. coliy BL21 DE3 Rosetta 2 (contendo o plasmideo pRARE 2
que confere resisténcia a cloranfenicol e suplementada com os tRNAs para os

codons AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA e CGG) (Novagem, USA).

Colbnias transformantes foram pré-inoculadas em meio LB/antibiético e
cultivadas durante 18 horas a 37 °C. O pré-inéculo foi diluido 1:500 em meio
LB/antibiético para crescimento a 37 °C sob agitacao constante de 200 rpm por 5
horas. Em seguida, a temperatura do agitador foi reduzida para 18 °C por 1 hora,
para resfriar o meio de cultura, sendo entdo adicionado IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactosideo) na concentracao final de 0,2 mM para a indug¢ao da expressao da
proteina recombinante por 16 horas. O meio de cultura, contendo as bactérias, foi
centrifugado a 8000 g por 10 minutos. O pelet bacteriano foi ressuspenso em 30ml
de tampao/litro de cultura em tampao (TrisHCI 50mM pH7.4, NaCl 150mM,
Imidazol 20mM, 1mM PMSF, Lisozima (40mg/ml), 10% glicerol e 2mM de 2-

Mercaptoetanol). Em seguida incubou-se com Lisozima (40mg/ml), a 4°C por 30
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minutos, sendo posteriormente adicionados deoxicolato de sodio (20mg/ml) e
DNAse (50 pg/ml) por 30 minutos ou até diminuir a viscosidade do extrato. Para os
ensaios de reacdo cruzada acoplada a espectrometria de massas, foi utilizado
tampao fosfato para lise (NaH2PO4 50mM pH 7.4).

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 18000rpm por
40minutos a 4° C. Os sobrenadantes contendo as proteinas recombinantes na
fracdo soluvel, fusionadas a cauda de histidina foram incubadas com 1 mL de
resina Talon Gravity Flow (Clontech), com ions de cobalto, para cada litro de meio
de cultura. Essa resina foi previamente equilibrada com tampéao de equilibrio (50
mM Tris-HCI pH 7,5; 50mM NaCl; 2mM DTT). A mistura foi inserida em coluna de
plastico Poly-Prep (Bio-Rad) e coletada a fracdo que nao se ligou a resina (flow
through). As lavagens foram efetuadas acrescentando um volume de tampao de
lavagem equivalente a 10 vezes o volume de resina. Esse procedimento foi
repetido trés vezes, para que as impurezas, com ligacoes inespecificas a coluna,
fossem eliminadas. A eluicdo se deu pela passagem de 10 mL de tampéao de
eluicao (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 50mM NaCl; 2mM DTT; 500 mM imidazol). Foram
realizadas de 3 a 4 elui¢des.

As amostras obtidas foram analisadas em SDS-PAGE (poliacrilamida 15%).
As bandas de proteinas foram visualizadas através da coloragdo com Coomassie
brilliant blue (0,25% de Coomassie brilliant blue R-250-Bio-Rad, 90% de etanol
absoluto e 10% de acido acético glacial).

Outra etapa de purificacao utilizada foi a troca ibnica, utilizando as colunas

HiTrap® SP HP e HiTrap® Q HP (5 mL) (GE healthcare) para a realizagdo da
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troca cationia e anidnica, respectivamente, acopladas ao sistema AKTA-FPLC (GE
healthcare), acoplada ao sistema AKTA-FPLC (GE) em tampao TrisHCI 50mM pH

7.4, NaCl 50mM e 2mM DTT.

Por fim, as proteinas foram purificadas por exclusao de tamanho em coluna
Superdex 75 16/60 (GE) acoplada ao sistema AKTA-FPLC (GE) em tampéo
TrisHCI 50mM pH 7.4 , NaCl 50mM ou tampao NaH2PO4 50mM pH7.4, 50mM

NaCl.

A construcao GST-MEF2C_95, foi purificada com o uso de resina de
glutationa sepharose (Amersham). A resina foi previamente lavada 3 vezes com
tampao PBS pH 7.4 com 1% de Triton X-100. Apds incubacao por 1 hora com o
sobrenadante, a resina foi lavada 3 vezes com tampao PBS pH 7.4 acrescido de

inibidores de proteases.

Para concentragéo das proteinas foi utilizado o concentrador Centriprep®
(Millipore), submetido a centrifugacado a 4000 rpm, 4 °C. Para a quantificacdo das
proteinas purificadas foi utilizado o espectrofotbmetro Nanodrop (Thermo
Scientific) a 280 nm. Os coeficientes de extingdo molar (¢) foram calculados
utilizando-se o} programa ProtParam Tool

(http://bo.expasy.org/tools/protparam.html).

A seguir serao apresentados os passos utilizados na purificagdo da proteina
MEF2C_95. A padronizacdo da expressao e purificacdo do fator de transcricao

MEF2C despendeu bastante tempo. Estudos anteriores, trabalhando com as
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construgdes de MEF2C contendo as por¢des entre os aminoacidos 1-169 ou de 1-
86 apresentaram degradacao e pouca solubilidade. No entanto, dados recentes da
literatura, demonstraram uma estrutura cristalografica de MEF2A associado ao
DNA (codigo pbd: 3KOV) compreendendo a por¢ao da proteina entre os residuos
1-95 clonado em cauda de histidina (Wu et al.,, 2010), sugerindo que essa
construgdo poderia ser soluvel e menos sujeita a protedlise do que aquelas que
estavamos utilizando (i.e. 1-169 e 1-86). Sendo assim, realizamos a clonagem do
fragmento MEF2C_95, expressao e purificagao.

O gel de indugdo e purificagdo da proteina MEF2C_95 clonada em

pET28a_TEV é demonstrado na Figura 07.

MW NI Ind NS L1 E1 E2

67 kDa s
43 kDa s

32 kDa s

14 kDa v . <=
= |

Figura 07 — Gel representativo SDS-PAGE 15%, da inducédo e purificacdo por
afinidade da proteina MEF2C_95 (seta vermelha). MW: Marcador de peso
molecular; NI: ndo induzido com IPTG; Ind: apés 16 horas de inducao com IPTG;
NS: fragdo ndo soluvel; L1: lavagem 1; E1: eluato 1; E2: eluato 2.
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Com a construcao MEF2C_95 conseguimos uma quantidade substancial de
proteina recombinante soluvel e estavel, sem degradacgéo significativa, sendo
alcangcada uma concentragdo de aproximadamente 5 mg/ml, um aumento de 25
vezes no rendimento da proteina recombinante em comparagdo com as
construgbes MEF2C (1-169 e 1-86). Porém, um problema posteriormente
verificado foi a contaminagdo com DNA bacteriano, detectado por meio de
espectroscopia de luz ultravioleta (220-340 nm). A concentracao de proteina foi
obtida da medida da amostra em 280nm. Conforme podemos observar no
espectro da Figura 08, ha um aumento na absorbancia em 230nm, com um pico

em 260nm, que € o comprimento de onda absorvido pelo DNA.

10mm Abzorbance

220 240 260 280 200 320 340
whavelength [nm)

Figura 08 — Espectro de luz UV de 220 a 340 nm da proteina MEF2C_95,
demonstrando a contaminagéo da proteina com acidos nucléicos da bactéria.
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Para comprovar a contaminagdo por DNA, submetemos a proteina
purificada a eletroforese de agarose. No gel de agarose da Figura 09,
demonstramos que ha contaminagdo com acidos nucléicos provenientes da
bactéria. O tratamento prévio da amostra de proteina purificada MEF2C_95 com
DNAse (Figura 09) reduz a banda superior do gel, ja o tratamento da amostra com
RNAse ha uma redugdo da banda inferior do gel, indicando que a proteina esta
contaminada tanto com DNA como RNA bacteriano. Essa contaminagao prejudica
procedimentos de quantificacdo da amostra, ensaios biofisicos e ensaios de
interacdo proteina-proteina. Além do mais, a estabilidade da amostra é
drasticamente reduzida, ocorrendo a precipitacdo da amostra em menos de 16

horas apds a purificagéo.

DNA

RNA

Figura 09 — Eletroforese de agarose 0,8% demonstrando a contaminacdo da
proteina MEF2C_95 com DNA e RNA da bactéria.
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Como indicado na Figura 09, os tratamentos com DNAse e RNAse (coluna
4) ndo aboliram completamente a contaminagdo com os acidos nucléicos, sendo
necessarias novas etapas de purificagdo para a retirada total dos contaminantes.
A contaminagdo por DNA e RNA reflete provavelmente a dificuldade de ataque
pelas nucleases devido ao fato de o MEF2 ser um fator de transcricdo. Para a
descontaminacao, inicialmente realizamos ensaio de gel filtragdo por exclusao de
tamanho, utilizando coluna superdex 200 16/60. No entanto, como podemos
observar na Figura 10_A, esperava-se que 0s contaminantes saissem em picos
separados, porém devido a diversidade de tamanho dos contaminantes, nao
houve a formacéo de picos definidos, mas sim de um pico extremamente largo de
mais de 30 mL de volume, que em todas as fragbes continham tanto a proteina

MEF2C_95 como a contaminagdo com acidos nucléicos (Figura 10_B).

A B
) ) A 27 30 3234 36 38 40

Absorbancia (m.AU)

Volume de retencéio (mL)

Figura 10 — A) Cromatograma representativo da purificagdo por gel filtracado em
coluna superdex 200 16/60 da proteina MEF2C 95, demonstrando a
heteregeneidade da amostra devido a contaminacdo com acidos nucléicos
provenientes da bactéria, conforme demonstrado em B no gel de agarose 0,8%
das fracOes eluidas da gel filiragédo (fracoes 27-40). Amostra proveniente da
afinidade (A).
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Além do mais, conforme podemos observar na Figura 10_B em todas as
fracOes eluidas da gel filtragédo, a contaminagdo com acidos nucléicos persistiram.
As bandas apresentaram diferentes alturas no gel, inclusive quantidades que mal
entraram na malha do gel, ficando nos poc¢os, indicando que a amostra € bastante
heterogénea tanto em relacdo a natureza (DNA e RNA) quanto em relagcdo ao
tamanho dos fragmentos de DNA e RNA.

Diante disso, decidimos realizar outro passo de purificacdo por meio de
cromatografia de troca id6nica. Biomoléculas com diferentes estados de carga
podem ser separadas, utilizando uma resina (fase estacionaria) carregada
positivamente (troca anidénica) ou negativamente (troca catibnica). Na troca
anibénica, as particulas carregadas negativamente terdo afinidade pela carga
positiva da resina e ficardo retidas na resina. Portanto, com um gradiente de sal
(NaCl) havera a troca de anions (Cl') e as moléculas serédo eluidas de acordo com
a afinidade pela resina, em que particulas mais negativas terdo maior afinidade
pela resina e s6 serdo eluidas em concentragbes maiores de sal. J& na troca
catibnica sao trocados cations, a resina da coluna tem carga negativa e com um
gradiente de sal (NaCl) havera a troca de cations (Na*),eluindo assim, de acordo
com a carga, as biomoléculas de interesse.

A proteina MEF2C_95 apresenta pl (ponto isoelétrico) em torno de 9,3. A
lise bacteriana foi realizada utilizando solucao de Tris pH 7,5. Portanto, neste pH a
proteina MEF2C_95 apresenta-se carregada positivamente, que determinou a
opcao pela coluna HiTrap™ SP HP (GE Healthcare Life Sciences ) de troca

catibnica. Neste caso, a resina é negativa e, portanto os acidos nucléicos que
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também s&o negativos serdo retirados e o MEF2C, com carga predominante
positiva, sera atraido pela resina, sendo posteriormente, eluido com gradiente
crescente de NaCl. Conforme indicado na Figura 11-A, durante a injegdo da
amostra na coluna (primeiros 30 ml) houve um aumento na absorbanica a 280nm
(curva azul) monitorada por FPLC e iniciamos o gradiente de NaCl (reta verde)
com o aumento proporcional da condutividade (reta marron) em virtude do
aumento da concentragcdo de sal. Nos primeiros 30 ml de corrida, grande
quantidade de DNA foi eluido, sem interacdo com a resina, quase nao restando

contaminantes na eluigcdo da proteina nas amostras seguintes.

A) B)

A Fl1 F2 F3 El1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8

(X

L

Figura 11 — A) Cromatograma representativo da purificacdo por troca ibnica da
proteina MEF2C_95 utilizando a coluna HiTrap™ SP HP. B) Gel de agarose 0,8%
demonstrando a contaminacdo com &acidos nucléicos bacterianos antes da
purificagao por troca ibnica e a auséncia de contaminantes nas fra¢des eluidas por
gradiente salino (E1-E8). A: Afinidade; F1-F3: extrato protéico que nao ligou na
coluna (flow through).

Absorbancia (m.AU)

Volume de retencéio (mL)
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Espectros de absorbancia de luz (Figura 12) indicaram picos em 230 e
280nm, confirmando a pureza da proteina. Como esperado, nao houve pico em
260nm, como ocorria com a amostra anterior a realizagao da purificagao e retirada

de &cidos nucléicos por cromatografia de troca ibnica.

35
a0
25

20

10mm Absorbance

i

220 240 260 280 300 320 340
Wavelenath nml

Figura 12 - Espectro de luz de 220 a 340 nm da proteina MEF2C_95,
demonstrando a retirada dos contaminantes de acidos nucléicos bacterianos.

Ao final de trés etapas de purificacdo a proteina MEF2C_95 demonstrou um
alto grau de estabilidade, chegando a concentracao final de 5 mg/ml (um aumento
de 25 vezes em comparacao a proteina MEF2C_169 utilizada anteriormente) e

com satisfatério grau de pureza (Figura 13).

Material e Métodos

60



MW MEF2C 95
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32kDa s—
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14kDa "'

Figura 13 — Gel SDS-PAGE demonstrando a purificagdo da proteina MEF2C_95,
apoés afinidade, troca ibnica e gel filtracao. MW: Marcador de peso molecular.

3.10 Ensaio de precipitacao (Pulldown assay)

Para a realizagdo deste ensaio, foi utilizada a proteina recombinante GST-
MEF2C_95 como isca. Aproximadamente 5 ug de cada construcdao de FAT
selvagem ou carregando mutacdes pontuais, foram incubadas por 16 horas a 4° C,
sob agitacdo constante. Em seguida, foram submetidas a centrifugacdo e o
precipitado lavado 3 vezes, 3000 rpm por 1 minuto a 42 C com tampao de lavagem
(100mM Tris-HCI pH7,4; 1mM EDTA; 0,5% Triton-X 100; 2mM ortovanadato de
sédio). Por fim, foi adicionado 40 ul de tampdo da amostra 1x ao precipitado e

submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida.
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3.11. Reacao de ligacao cruzada acoplado a espectrometria de massas

(CXMS)

O experimento de CXMS se baseia na identificacdo de sequéncias
peptidicas proximas na estrutura terciaria, ligadas através de um reagente que se
liga covalentemente a aminas primarias presentes principalmente nas cadeias

laterais de lisinas ou na por¢cao N-terminal da proteina.

Os agentes de ligagdo cruzada mais utilizados consistem em compostos
contendo dois grupos N-hidroxisuccinimida (NHS) nas extremidades da cadeia, os
quais reagem com 0s grupos aminas de proteinas por meio de uma substituigcao
nucleofilica. Em nossos experimentos foi utilizado o reagente de ligacdo cruzada
DSS (Bisuccinimidil Suberato), um reagente homobifuncional que contém um
grupamento NHS em cada extremidade de um brac¢o espagador de oito carbonos
[11,4 Angstroms (A)]. Esteres de NHS sdo suscetiveis a ataque nucleofilico,
levando a perda do anel succinimida e formacdo da ligacdo entre a cadeia
espacgadora e o residuo de aminoacido Esse reagente pode se ligar, devido a sua
flexibilidade, a aminas com distancias entre 6 a 11 angstroms (A) na estrutura
proteica. Os produtos da reacdo podem ser do tipo intramolecular (residuos
conectados estdo na mesma cadeia), intermolecular (residuos conectados
encontram-se em cadeias distintas) ou ainda dead-end, onde somente um dos

grupos reativos se ligou a cadeia peptidica (Figura 14).
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Figura 14 — Representacao esquematica de espécies cross-links. a) Espécie intra-
molecular; b) Espécie inter-molecular; c)Espécie hidrolisada (dead end).

O reagente de cross-linking utilizado foi o diéster de N-hidroxisuccinimida
do &cido subérico (DSS, Pierce). O experimento de cross-linking das proteinas
FAK_CT, MEF2C 169 e do complexo FAK/MEF2 com DSS foi realizado
adicionando-se o cross-linker dissolvido em Dimetilformamida (DMF) (10 mg/mL) a
solucédo de 10 uM de proteina em tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 7.4, 300mM
NaCl, na proporcdo molar de 1:150 (proteina/DSS). Apds 2 horas de reacao,

adicionou-se Tris*HCI 1M pH 7.5 de modo que sua concentragao final fosse 50
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mM. Uma aliquota de 10ul foi retirada e adicionado tampao de amostra para SDS-
PAGE e submetido a eletroforese em gel 12%. O restante da amostra foi
submetido a digestdo com tripsina (razdo tripsina/proteina 1:50 em massa) e a

digestéo enzimética foi conduzida a 37° C por 16 hora.

Para os nossos ensaios, as proteinas FAK_FAT e MEF2C_95 foram
purificadas, separadamente, por afinidade em coluna HisTrap® HP (5ml) (GE). Em
seguida o complexo foi co-purificado por cromatografia de exclusao de tamanho
em coluna superdex 75 16/60 (GE) acoplada ao sistema AKTA-FPLC. Nos eluatos
obtidos foram adicionados o agente de ligacdo cruzada (DSS) dissolvido em
dimetilformamida (DMF) (10mg/ml) na proporcao molar de 1:150 (proteina/DSS). A
reacao foi mantida a temperatura ambiente por 2 horas, e ao final foi adicionado
tampao 50 mM Tris-HCI (pH 7,6) para consumo do excesso de DSS. A analise da
formacao da reacao foi feita por meio de gel SDS-PAGE. A amostra foi submetida
a reducéo e alquilacao das cisteinas seguido da digestao enzimatica com tripsina
(Promega), (razdo tripsina/proteina 1:50 em massa), por 16 horas a 37°C. A
reducao das cisteinas foi realizada utilizando-se 100 uL da solugdo do complexo
apds a reacao de ligacao cruzada reagindo-se com 5 pyL de uma solugdo de
Ditrioteitol (DTT, Sigma-Aldrich) 10 mM preparada em tampao bicarbonato de
amoénio 100 mM incubado por 30 minutos a 37°C. Apds o tempo reacional foi
realizada a alquilacao das cisteinas reduzidas adicionando-se ao meio reacional 5
ML de solugdo de lodoacetamida 50 mM preparada em tampao bicarbonato de

amdénio 100 mM incubado durante 30 minutos a temperatura
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ambiente.Subsequentemente, essas amostras foram concentradas em speed

vacum e submetidas a analise por Espectrometria de Massas (MS).

3.12. Analise por espectrometria de massas

A amostra proveniente da reacdo de ligacdo cruzada foi fracionada
utilizando-se cartucho Oasis HLB (Waters Co.). A amostra foi eluida em cinco
fracdes utilizando-se como fase movel acetonitrila e agua, com aumento de
acetonitrila nas proporcoes de 5, 10, 15, 20 e 70%.

As amostras foram entao analisadas por LC-MS/MS, utilizando-se o sistema
cromatografico nanoAcquity UPLC (Waters Co) com coluna BEH C18
AcquityWaters (100pumx 100 mm),acoplado ao espectrémetro de massas Waters
Synapt HDMS (Waters Co.). Foram injetados 2uL de cada fracdo. A aquisi¢cao de
dados foi realizada pelo modo DDA (Aquisicao Dependente de Dados), onde a
cada segundo o equipamento adquire um espectro de MS. No caso da presenca
de espécies multicarregadas, as trés espécies mais intensas sdo fragmentadas na
camera de colisao (energia de colisdo definida pela m/z e carga do precursor).

Além do método DDA foi elaborado também outro método no qual a
selecao dos ions para fragmentacao era feita apenas para ions com carga acima
de +3, isso porque as espécies modificadas pelo ALC apresentam sempre 3 ou
mais cargas, fazendo com que o novo método fosse mais especifico para as

espécies de ligacao cruzada, ajudando na identificacao dessas espécies.
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Para verificar da presenca e cobertura das proteinas os dados foram
processados no software ProteinLynx Global Server (Waters Co.) e foi realizada
busca no banco de dados utilizando-se o programa Mascot (Matrix Science), com
0s seguintes parametros: MSDB (banco de dados), 0,1 Da (erro nos modos MS e
MS/MS), tripsina (protease), permitindo peptideos com até 2 sitio de clivagem nao-
digeridos, carbamidometil - cisteina (modificacdo fixa) e oxidacdo de metionina
(modificagcao variavel).

Além disso, foi adicionada na lista de modificacbes do Mascot a massa
156,0786 Da para residuos de lisinas, essa massa € a massa monoisotdpica da
modificacdo causada quando o ALC forma uma espécie de dead end (adicao de
C8H1303 e perda de um H). Dessa forma € possivel utilizar o Mascot para busca
de espécies hidrolisadas, utilizando-se uma modificagdo variavel de 156,0786 Da.

Para avaliacdo da presenca de ligacao cruzada os dados foram analisados
manualmente e com o auxilio do software Crux for Xlink (MCILWAIN et al., 2010). E
importante ressaltar que para esse tipo de analise os softwares ainda ndo séo
muito eficientes, sendo imprescindivel a andlise manual dos espectros de massas.
Para o software Crux for Xlink foram utilizados os seguintes parametros:
modificacdo que o ALC causa nos peptideos: 138,06 Da; modificacao variavel:
156,07 Da referente a espécies hidrolisadas que podem ocorrer junto com as
espécies de inter- e intra- molecular; residuo que sofre reagao: lisina (K); enzima
de digestao: tripsina; peptideos com até 2 sitio de clivagem nao-digeridos e o
banco de dados utilizado é gerado a partir das sequéncias das proteinas

FAK_FAT e MEF2C_95.
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3.13 Anisotropia de Fluorescéncia

A incidéncia da luz polarizada sobre uma molécula fluorescente resulta na
fluorescéncia polarizada. A fluorescéncia polarizada emitida retorna a
fluorescéncia nao polarizada dependendo dentre outros fatores da difusao
rotacional da molécula marcada. Assim, a fluorescéncia polarizada mede
indiretamente a mobilidade de moléculas em solucédo e processos que modificam
tal mobilidade, como por exemplo, interagdes proteina-proteina, interacao
proteina-DNA, protedlises, dentre outros. Ou seja, quando uma molécula marcada
interage com outra proteina ndo marcada apresentara um tamanho maior que a
molécula isolada. Assim quanto maior o complexo, maior serao os valores de
polarizacdo da molécula, pois apresentardo uma menor mobilidade, desviando
mais a luz. Nesse caso, usaremos o calculo da anisotropia para investigar forcas
dominantes envolvidas na interacao proteina-proteina, dessa forma, pretendemos
encontrar os valores de constante de dissociacdo do complexo e saber se esse
tipo de interacédo é cooperativa ou nao cooperativa.

Para medir a associacdo de FAT e MEF2C_95 em solucgéo, inicialmente a
proteina MEF2C_95 recém-purificada foi marcada com fluoresceina — isotiocianato
(FITC), a qual se liga em grupos amina da proteina. O ensaio de marcacéo foi
preparado incubando-se a proteina a 5mg/mL com um excesso molar de 3 vezes
de sonda FITC, por 16 horas a 4°C. Apos este passo, 0 complexo proteina-sonda

foi aplicado em uma coluna de desalting (HiTrap desalting — GE healthcare) para a
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separacdo do excesso de sonda do complexo MEF2C_95-fluoresceina. As
amostras foram monitoradas no comprimento de onda de 280nm para a proteina e
no 495nm, para a sonda.

Nesse ensaio, diferentes concentracées de FAK_FAT (1nM a 10uM), foram
incubadas com 10nM de MEF2C_95 marcado com fluoresceina por 16 horas a
4°C. Os ensaios foram realizados em tampédo PBS + 2 mM dithiothreitol (DTT).
Todas as medidas foram obtidas em triplicata.

O ensaio foi realizado a 20°C no equipamento PerkinElmer EnVision
multilabel reader (PerkinElmer). O comprimento de onda de excitagdo foi de 480
nm e a emissdo a 535 nm, de acordo com os filtros do equipamento. Os valores
de anisotropia (A) foram calculados no equipamento, em cada leitura, segundo a

equagao:

A= (lvv-lvn) / (lvw+2%lvh)

em que | refere-se a intensidade de fluorescéncia medida, os indices
vertical (V) e horizontal (H) referem-se a posicdo dos polarizadores durante a
excitacao (primeiro indice) e emisséo (segundo indice) e G é um fator de corregéo
o qual considera diferencas de sensibividade, nas duas diregées lpy € lyn, de
acordo com:

G = lnv/ lnn
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Os valores de anisotropia obtidos em cada curva foram plotados
versus concentracao de proteina no programa SIGMAPLOT e as constantes
foram determinadas através do ajuste das curvas obtidas pela equagédo de

Hill:

Aobs = Ai + (Ar - A) x ([Proteina]” /Kp")

onde A; e As sdo os valores de polarizacao inicial e final; [Proteina] € a
concentragao de proteina livre; Kp € a constante de dissociacao aparente; e n
€ o coeficiente de Hill, que mede cooperatividade da ligagdo. Nao havendo
cooperatividade n=1.

Sabe-se que a ligagdo do MEF2 ao DNA ocorre com a proteina
dimérica. Da mesma forma, baseado em nossos resultados anteriores de
SAXS e DLS, que demonstraram que a interacdo MEF2-FAT também ocorre
com a proteina MEF2 no estado dimérica.

2MEF2 + FAT * 2MEF2:FAT

nesse caso a constante de dissociacao sera calculada a partir da

equacao:

Ko = [FAT] x [2MEF2] / [2MEF2 : FAT]
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3.14 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

Os experimentos de DLS foram realizados com o equipamento DynaProTM
(Wyatt Technology). As amostras analisadas foram primeiramente diluidas em
tampao (50mM TrisHCI pH7.4, 150mM NaCl) e centrifugadas por 15 minutos, a
13200 rpm a 4°C. Em seguida, as medidas foram realizadas a 25°C, com tempo
de aquisicdo de 5 segundos, com 100 aquisicbes por medida. O raio
hidrodinamico (R) foi deduzido a partir de coeficientes de difusédo translacional (D)
utilizando a equacao de Stokes-Einstein. Esse coeficiente de difusédo translacional
pode ser inferido a partir da analise do decaimento da funcao de autocorrelacao
temporal da flutuagdo de intensidade de luz espalhada. A equacdo de Stokes-

Einstein correlaciona D com R, para particulas esféricas:

D=KgT/(6TMR)

Onde:

Ks: é a constante de Boltzmann,

T: é a temperatura absoluta;

n € a viscosidade do meio;

R: é o raio hidrodinamico

Todos os célculos foram realizados utilizando o programa disponibilizado

pelo fabricante.
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3.15 Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)

Os experimentos de espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS —
small angle X-ray scattering) foram realizados na linha D02A-SAXS2 do

Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).

As medidas foram realizadas a temperatura ambiente, utilizando um porta
amostra de um milimetro de espessura, vedado com janelas de mica por onde
passa o feixe de raios-X monocromaticos (comprimento de onda de A = 1,488 A).
Os padroes de espalhamento de raios-X foram gravados usando um detector
bidimensional do tipo CCD (MARCCD) sensivel a posicdo. Trés coletas
sucessivas de 100 segundos cada foram registradas para cada amostra. As
medidas foram realizadas com as amostras em tamp&o (50mM Tris HCI pH7.4,
150mM NaCl). Foram utilizadas duas concentracbes diferentes da amostra: 1 e 2
mg/mL para o complexo MEF2C_95/FAT, valores medidos em um

espectrofotdmetro a 280nm.

As curvas de espalhamento foram obtidas por integracdo da intensidade
registrada no detector bidimensional usando o programa FIT2D. As intensidades
das curvas foram corrigidas pela resposta do detector e normalizadas pela
intensidade do feixe incidente e pela absorcdo da amostra. Posteriormente, o
espalhamento do tampao foi subtraido do espalhamento de cada amostra. As

curvas resultantes foram inspecionadas para verificar a existéncia de danos na
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amostra induzidos pela radiagcdo, mas esse efeito ndo foi observado. Depois de
normalizar as curvas pela concentragdo, nenhum efeito de concentracdo foi
observado. Uma solugédo de 4 mg / ml da proteina BSA (66kDa) no mesmo
tampé&o da amostra foi utilizada como padrdao de massa molecular para estimar a
massa molecular do complexo. Este valor foi inferido a partir da relacdo dos
valores extrapolados da intensidade do espalhamento na origem, | (0), tanto da
amostra quanto da solugdo de BSA (MYLONAS e SVERGUN, 2007). A primeira
analise foi a avaliacao do raio de giro (Rg) usando a aproximagao de Guinier: para
gRg <1 (GUINIER e FOURNET, 1955). O Rg foi também calculado a partir da fungéo
de distribuicdo de distancias, p (r), que foi obtida por transformada de Fourier da
curva de intensidade utilizando o programa GNOM (SVERGUN, 1992). A fungéo p(r)
também fornece a dimensdo maxima (Dmax) da molécula, além disso, uma
representacdo de Kratky da curva de intensidade (¢ /(q)) vs. (q) (FEIGIN e
SVERGUN, 1987) foi utilizada para analisar a compacidade da conformacao das

proteinas em solugéo.

3.16 Modelagem ab initio e de corpo-rigido a partir dos dados de SAXS

Os modelos de baixa resolugcao para o complexo MEF2C_95/FAT foram
restaurados a partir da intensidade das curvas de SAXS utilizando diferentes
abordagens. Essas abordagens nao fornecem uma solugcédo Unica, e, portanto,

informacdes complementares sdo necessarias para tentar obter um modelo. No
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caso das proteinas aqui estudadas, as estruturas cristalograficas de alta resolugéo
de alguns dominios dessas proteinas j4 estdo resolvidas e foram aproveitadas
aqui. Sendo assim, os modelos apresentados para o complexo foram calculados a
partir dos dados de SAXS utilizando um método que combina a técnica de
modelagem de corpo rigido com calculos ab initio. A estrutura de alta resolucéo da
parte conhecida da proteina é tratada como corpo rigido, onde tentamos encontrar
a melhor posicdo e orientagdo dentro do envelope molecular, e a parte
desconhecida é simulada com célculos ab initio. O refinamento da estrutura é feito
impondo a restricao de que o espalhamento calculado do modelo final deve ajustar
os dados experimentais de SAXS. Para verificar a estabilidade dos calculos, dez

calculos independentes foram realizados para testar a consisténcia das solugdes.

3.17 Mutagénese Sitio-Dirigida

Mutacdes na proteina FAK_FAT foi realizada usando o Kit de Mutagénese
Sitio Dirigida Stratagene QuickChange |l XL combinando com primers
mutagénicos listados abaixo. Sequéncias sublinhadas destacam os cddons

modificados.
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FAT_D922A F: 5 GCCAACCTTGACCGGTCCAATGCCAAGGTATATG &

FAT_D922A R: 5 CATATACCTTGGCATTGGACCGGTCAAGGTTGGC &

FAT_E926A_F: 5 CAAGGTATATGCGAATGTGACAGGCCTAGTGAAGG 3’

FAT_E926A_R: 5CCTTCACTAGGCCTGTCACATTCGCATATACCTTG 3’

FAT_E937A_F: 5 GTGAAGGCTGTCATCGCGATGTCCAGCAAAATC 3

FAT_E937A_R: 5 GATTTTGCTGGACATCGCGATGACAGCCTTCAC 3

FAT_E970A_F: 5 GCCACGGTGGATGCGACCATTCCTGCTC 3’

FAT_E970A_R: 5 GAGCAGGAATGGTCGCATCCACCGTGGC &

FAT_E996A_F: 5 CTCCGACTTAGGCGCGCTCATCAGCAAGATG &

FAT_E996A_R: 5 CATCTTGCTGATGAGCGCGCCTAAGTCGGAG 3’

FAT_D1036A_F: 5 GATGCCAAGAACCTACTTGCCGTTATTGATCAAGC 3’

FAT D1036A_R: 5 GCTTGATCAATAACGGCAAGTAGGTTCTTGGCATC 3’

Material e Métodos

74



O DNA dos plasmideos pET28aTEV_FAT e pETSUMO_MEF2C95 foram
usados como moldes. As mutagdes foram confirmadas pelo sequenciamento de
DNA. Para a expressao e purificacdo das proteinas recombinantes foi utilizada a
mesma metodologia para a expressao e purificagdo das proteinas recombinantes

selvagens previamente descrita no item 3.9.

3.18 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) e estudos de

desenovelamento.

Os experimentos de CD foram realizados com as proteinas FAK_FAT
selvagem e mutantes. O equipamento utilizado foi o espectropolarimetro Jasco J-
180 (JASCO) equipado o médulo Peltier para o controle da temperatura, utilizando
uma cubeta de quartzo de 1 mm. O espectro foi adquirido com a amostra a uma
concentracao de 10 yM em 10mM Tris pH 7,5 e 50mM NaCl. As medidas foram
coletadas entre 195 e 260 nm usando uma varredura de 50 nm/min, com tempo de
resposta 4 segundos, 10 acumulagdes e intervalo de 60 segundos para os dados
coletados. Para a desnaturacao térmica, a amostra foi submetida ao aquecimento
gradual (20°C-100°C por 90 minutos) e a estabilidade térmica da proteina foi
monitorada pela perda da intensidade no comprimento de onda de 222 nm (pico

negativo caracteristico das proteinas que possuem a-hélices).
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3.19 Ensaio de Retardamento da Mobilidade Eletroforética (EMSA ou gel

shift)
3.19.1 Marcacao da sonda de DNA

Oligonucleotideos sintéticos foram desenhados e encomendados na escala
de 25 nmol. A molécula de DNA compreende a uma sequéncia de 20 pares de
base (pb), presente no promotor do gene MCK (creatina quinase muscular) que
contém uma sequéncia consenso de reconhecimento e ligacdo do fator de

transcricdo MEF2C (CSeERJESI et al., 1994).

MCK_SENSE: 5 GAT CCT CTA AAAATAACCCT 3
MCK_ANTISENSE: 5 AGG GTT ATT TTT AGAGGATC 3

Os oligonucleotideos foram anelados a 95°C por 15 minutos, com
resfriamento gradual. Aproximadamente 5 pmol dos oligonucleotideos anelados
foram marcados radioativamente pela reacao de preenchimento com a enzima T4
Polynucleotide Kinase (T4-PNK) (Promega) com dATP, [y*?P]-dATP (3000
Ci/mmol) (Perkin Elmer, USA), por 30 minutos a 37°C. A sonda marcada foi
purificada em coluna de Sephadex G-25 (sigma-aldrich) de acordo com as

instrugdes do fabricante.
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3.19.2 Reacao de ligacao e eletroforese do complexo DNA/Proteina

Para o ensaio de EMSA, cerca de 10 uM de proteina MEF2C_95 purificada,
foi incubada com 0,1 yM de DNA fita dupla marcada com dATP, [y*?P]-dATP
(3000 Ci/mmol) (Perkin Elmer, USA), por 20 minutos a temperatura ambiente.
Apo6s 20 minutos de incubagdo do MEF2 ao DNA, realizamos a incubacao por
mais 20 minutos com a proteina FAT, nas concentragdes de 0,1 uM, 1 uM, 10 pM,
100 uM e 300 uM. Em seguida foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida
4%, em tampao TBE (89mM Tris HCI; 89mM Acido Bérico; 2mM EDTA, pH8,0) a
80V por 2 horas, 4°C. A especificidade da reacao foi verificada através de ensaios
de competicao utilizando sonda competidora ndo marcada em excesso (100 vezes

molar).

3.20 Ensaio com gene reporter

O vetor 4xMEF2-LUC foi gentilmente cedido por Eric Olson (University of
Texas, Southwestern Medical Center). Esse vetor contém 4 sitios de ligagéo para
MEF2 e expressa a proteina firefly luciferase. Portanto, a atividade transcricional

de MEF2 foi avaliada indiretamente pela razdo entre a atividade de firefly
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luciferase pela atividade de Renilla luciferase, co-transfectado junto com o gene

reporter 4xMEF2-LUC como controle da transfecgéo.

Os plasmideos foram transfectados em cultura de mioblastos C2C12 com
aproximadamente 90% de confluéncia. Além dos plasmideos contendo o gene
reporter 4xMEF2-LUC e do normalizador RENILLA, as células foram transfectadas
com vetores para a superexpressao das proteinas MEF2C full length, FAK full
length, dominio FERM da FAK e dominio C-terminal da FAK. A leitura da atividade

de luciferase foi avaliada ap6s 48 horas de transfeccéo.

As células C2C12, cultivadas em placas 48 well (100 mm?) contendo 5*10*
células foram transfectados com 1,5 pg do gene repoérter (4xMEF2-LUC) e dos
plasmideos para a superexpressdo das proteinas recombinante, e com 0,2 ug de
plasmideo contendo o promotor SV40 fundido ao gene da luciferase de renilla
usando 1 pl de Lipofectamine™ (Invitrogen) em meio DMEM (volume final 50 pl)
de acordo com as instrucées do fabricante. As células foram incubadas por 5
horas em 0,5 mL de meio DMEM puro sem antibiéticos. Apds este periodo, foi
adicionado 0,5 mL de DMEM contendo 20% de soro fetal bovino, sem remog¢ao do
meio de transfecgdo. A atividade de luciferase foi medida através do uso de

luminémetro apds 48 horas da transfecgao.
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3.21. PCR em tempo real para deteccao quantitativa de mRNAs

O RNA celular total foi extraido e a detecgao e quantificacdo da expressao
dos genes de interesse foram analisadas por Sybr Green gRT-PCR. As amostras
de RNA total (2ug) passaram por experimentos de transcri¢cao reversa (RT-PCRs)
a 42°C por 1 hora com 1ug de oligo(dT) primer(Invitrogen) e transcriptase reversa
Superscript Il. As reacoes de PCR foram montados utilizando-se o Brilliant SYBR
Green qPCR Master Mix (Stratagene). As reacdes foram realizadas utilizando-se
o programa SYBR Green (with Dissociation Curve) no Mx3000Pro Comparative
QuantitativePCR System (Stratagene). Os parametros para os ciclos foram os
seguintes: 95°C for 10min e em seguida 30 ciclos de 95°C (30s), 55°C ou 60°C

(45s), e 72°C (30s) seguido por analise da curva de anelamento.

Todas as reagdes foram normalizadas com o marcador de referéncia. Os
valores do limiar médio do ciclo foram utilizados para as analises, sendo que todos

eles foram normalizados pelos niveis de expressdo do mRNA do GAPDH.
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3.22. Microscopia Eletronica de Transmissao

Os midcitos cardiacos de ratos neonatos em cultura foram submetidos ao
tratamento com virus por 48 horas. Apos isso, as células foram lavadas e fixadas
com solucdo de Glutaraldeido 2,5% em Tampéao Cacodilato 0,1M pH 7,4 com

0,5% de é&cido tanico durante 2 horas a 4°C. A seguir:

1. Lavagem em tamp&o Cacodilato 0,1M trés vezes durante 5 minutos cada a

temperatura ambiente.

2. Pés-fixagdo em Tetréxido de Osmio 1% em tampao Cacodilato 0,1M pH 7,4

durante 1 hora a 4°C

3. Lavagem com tampao Cacodilato 0,1M pH 7,4 - trés vezes durante 5

minutos cada a 4°C.

4. Desidratacdo em Etanol

Etanol 70%....ccooooiiiieeee s 20 min. (42 C)
Etanol 95%......ooooiiiiee 20 min temp.
Etanol 100%......ueeeiiiiiiiiiee e 2X-20 min
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5. Embebicdo em Resina Epoxi EPON 812

Resina:Etanol ... 1:3 — 1-2 horas
Resina:Etanol ... 1:1 — 02 horas
Resina:Etanol ... 3:1 - 16 horas
Resina Pura ... 12 horas -2x
Resina Pura .......ccccccveiniiiiiieeeee Para polimerizar- Estufa 60°C

6. Polimerizacao em estufa 60°C, durante 72 horas

7. Remocdo do suporte plastico+laminula de vidro da resina. Foi feita uma

triagem prévia da monocamada ao microscépio invertido.

8. Obtencdo de cortes ultra-finos de 70nm paralelos as superficies das
monocamadas celulares, com emprego de Ultramicrotomo Leika (modelo UCT-
Leica Austria) e faca de diamante (Diatome- USA). Coleta de cortes ultra-finos

em “grids” de Cobre de 200 mesh.

9. Contrastacdo com acetato de uranila durante 20 minutos e posteriormente

com citrato de chumbo, durante 10 minutos.

10. Observagao e analise ao Microscépio Eletronico de Transmissdo LEO 906
(Leica — Alemanha) operando com tensdo aceleradora de 60kV e equipado

com sistema de captura de imagens digitais Morada (Gatan-USA).
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3.23 Particulas Adenovirais e Lentivirais

No presente estudo, as particulas adenovirais de MEF2C (Ad-MEF2C) e do
controle B-Galactosidade (Ad-B-Gal) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Jeffery
Molkentin (University of Cincinnati) e utilizado conforme descrito em (XU et al.,

2006).

As particulas lentivirais para FAK (Lent-FAK) e para o controle GFP (Lent-
GFP) foram produzidas pelo Laboratério de vetores virais do LNBio / CNPEM /
MCTi, utilizando plasmideos de transferéncia FUGW (Lois et al., 2002), que foram
co-transfectados com sistema de empacotamento para envelope de VSV-G
(vesicular stomatitis virus glycoprotein). As preparagcbes contendo genes

reporteres foram tituladas por citometria de fluxo (BAUGELMAN et al., 2003).
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3.24 Dinamica Molecular

Os complexos moleculares para o dominio FAT e MEF2 foram construidos
utilizando um sistema de restricdo entre os residuos de lisina ligados pelo
reagente de DSS entre estruturas cristalograficas 1K40 e 3KOV. Estas estruturas
foram submetidas a minimizacao de energia e simulacdo de dindmica molecular
usando o programa YASARA. Para isso, todos os atomos de hidrogénio e outros
atomos ausentes do modelo foram criados usando parametros do campo de forca
YAMBERS. Uma caixa de simulagdo foi definida em 15 A em torno de todos os
atomos de cada complexo. Protonacdo foi realizada com base no pH 7.
Neutralizacdo da célula foi alcancada preenchendo a caixa com moléculas de
agua e ions Na/Cl. Uma curta simulagéo de dinamica molecular foi realizada para
ajustar o solvente, excluindo moléculas de agua até que a densidade de agua de
0,997 g/ml fosse atingida. Uma minimizacdo de energia usando o algoritmo
'steepest descent' foi realizada até que a velocidade maxima dos atomo caisse
abaixo de 2200 m/s. Em seguida, 500 passos de recozimento simulado foram
realizados até temperatura do sistema atingir de 0 K. Finalmente, foi executada
uma simulacao de 20ns a 298 K e distancia de corte para atomos nao-ligados de
7.86A. Conformagobes da estrutura do complexo foram armazenadas a cada 25ps

para andlise posterior.
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3.25 Microarranjo de DNA

As amostras de RNA mensageiro foram hibridizadas em Chips de DNA de
Rattus novergicus (Affymetrix, Santa Clara, CA) conforme as recomendacdes do
fabricante. Cada Chip de DNA contém aproximadamente 33 mil sondas
representando, portanto, genes transcritos que podem ser analisados

simultaneamente com relagao a seus respectivos niveis de expressao.

Os Chips foram escaneados (Affymetrix Gene Chip Scanner 3000-7G) e
analisados no software ArrayAssist (ArrayAssit x.5, Stratagene, USA) utilizando-se
o algoritmo MAS5 para normalizacdo e correcdo da linha base. Os tratamentos
foram analisados sempre em comparagdo ao tratamento controle Adenovirus
BGal. Dados como genes presentes, induzidos ou reprimidos foram levados em
consideracao. Todos os genes com nivel de expressao (fold-change) acima de 2
foram analisados. Cada experimento foi realizado a partir de trés réplicas

biolégicas.
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3.26 Analise estatistica

As leituras densitométricas dos immunoblots foram representadas com o
percentual de alteracao em relagcdo aos controles. Cada experimento foi realizado
com distintas culturas primarias (aproximadamente 70 corac¢des de ratos neonatos
foram utilizados por cultura). As comparacdes estatisticas das leituras
densitométricas foram feitas utilizando-se t de Student e one-way ANOVA com
poOs-teste de Bonferroni para comparacao entre os grupos. Valores de p <0,05

foram considerados estatisticamente significantes.

Os resultados de atividade de luciferase estdo apresentados como média *
erro padrdo dos valores. Esses dados foram analisados usando ANOVA. A
diferenca entre as médias foi considerada significativa quando p<0,05. Os dados

foram analisados usando o programa GraphPad Prism versao 4.0.
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4. RESULTADOS

Resultados
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4.1. Natureza da interacao entre o fator de transcricao MEF2C e a quinase de

adesao focal FAK.

Estudos anteriores do nosso laboratério demonstraram que a regiao C-
terminal da FAK (residuos 765-1052) interage diretamente com a regido entre os
aminoacidos 1-169 do fator de transcricio MEF2C (CARDOSO, 2008). No entanto
as caracteristicas estruturais do complexo MEF2C/FAK bem como a topologia da

interacao permaneceram inexploradas.

Assim, o primeiro objetivo especifico do presente estudo foi definir a
estrutura do complexo MEF2C/FAK. Nossa primeira escolha para abordar esse
objetivo foi a utilizacdo da técnica de cristalografia de proteinas, por se tratar de
uma técnica padrao quando o assunto é a definicdo de estrutura de complexos
proteicos. No entanto, os esfor¢cos para a obtencao de cristais do complexo entre
as construcoes de MEF2C e FAK nao resultaram até o momento em cristais com
difracdo adequada para a resolucao da estrutura cristalografica do complexo. Os

resultados das tentativas estdo apresentados no apéndice 01 dessa tese.

Dadas as dificuldades na obtencao de dados por cristalografia optamos por
explorar a estrutura do complexo MEF2/FAK por meio de uma combinacdo de
técnicas complementares utilizadas anteriormente pelo nosso grupo (SANTOS et
al., 2011). Assim, utilizamos uma combinacédo de reacédo cruzada (cross linking)

associada a espectrometria de massas (CXMS), espalhamento de raios-X a
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baixos angulos (SAXS), dindmica molecular e mutagéao sitio dirigida, para definir a
estrutura do complexo MEF2/FAK. O uso dessas técnicas em combinagcao com
informagdes da estrutura individual das proteinas do complexo permite a obtencao

de modelos proximo ao real dos complexos proteicos.

Para os ensaios experimentais foram utilizados o dominio FAT da FAK,
localizado na regidao C-terminal, residuos 904-1052 e a porcao N-terminal do
MEF2C, residuos 1-95, compreendendo os dominios MADS BOX e MEF2 da
proteina MEF2C. Ambas proteinas foram expressas e purificadas separadamente
(cromatografia de afinidade e por cromatografia de troca i6nica) (Figura 15_A). Em
seguida as proteinas foram incubadas por 16 horas a 4°C e submetidas a
cromatografia de exclusao molecular (gel filtracao). As proteinas foram co-eluidas
(Figura 15_B) e as fragcdes correspondentes ao pico de eluicdo do complexo

FAT/MEF2 (Figura 15_C) foram utilizadas nos experimentos subsequentes.

Resultados

89



A) B) C)

q%
a\'/
S &
< >
67kDa “| Complexo FAT/MEF2 . 67kDa
43kDa ey 43kDa
32kDa . . 32kDa
26kDa e 26 kDa ™

Absorbancia (m.AT)

\__/ = l4KkDaj&

~
Y P

14kDa .

Volume de retencéio (mL)

Figura 15 — Co-purificacdo do complexo MEF2C_95/FAT. A. Gel representativo
SDS-PAGE 15% das proteinas isoladas FAT e MEF2C_95 ap6s a purificagdo por
afinidade e troca idnica. B. Cromatograma representativo da purificagdo por gel
fitracdo em coluna superdex 75 16/60 do complexo MEF2C_95/FAT,
demonstrando o pico em que o complexo é eluido. C. Gel representativo SDS-
PAGE 15% das fracdes referentes ao pico de eluicdo do complexo apds
purificagao por gel filtracao.

A qualidade da amostra foi avaliada por espalhamento dindmico de luz
(DLS) para determinacdo do raio hidrodinamico do complexo formado, assim
como da polidispersividade da amostra. O raio hidrodindmico do complexo
MEF2C_95/FAT, estimado pelo software DYNAMICS v.6.10.1.2 foi de 3,0 nm,

indicou polidispersividade de 14,3 % (Figura 16).
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A)

B)
Raio % Pd % Int
Hidrodinamico

(nm)
Pico 1 0,2 3,1 0,3
Pico 2 3,0 14,3 86,1
Pico 3 14,8 12,6 12,6
Pico 4 6853 17,4 0,9

Figura 16 — Espalhamento dindmico de luz do complexo MEF2C_95/FAT. A)
Grafico em porcentagem de intensidade por raio hidrodinAmico em nanémetro
(nm) do complexo. B) Tabela que resume os dados experimentais demonstrando
que o equipamento detectou 4 espécies, sendo pico 1 tampao, pico 2 o complexo
e picos 3 e 4 agregados proteicos, porém em uma quantidade bem baixa, ndo
prejudicando 0s experimentos subsequentes. %Pd= Porcentagem de
polidispersividade da amostra; %Int= Porcentagem de intensidade.

Esses resultados confirmaram o alto grau de pureza, solubilidade e
monodispersividade da amostra e permitiram a realizagdo dos experimentos

seguintes.
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4.1.1 Ensaio de reacao cruzada (cross linking) associada a espectrometria de

massas (CXMS)

Assim, o complexo MEF2C_95/FAT foi utilizado em experimentos de CXMS
para a identificagdo dos residuos de aminodcidos que participam da interagéo
entre MEF2C_95/FAT. Para isso, as amostras do complexo provenientes da
purificagdo por gel filtracado, foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente
com o agente de ligacado cruzada Disuccinimidyl suberate (DSS, Sigma-Aldrich)
em excesso de 100 vezes em relacdo ao complexo MEF2C_95/FAT. O DSS
estabiliza o complexo proteico por meio de liga¢cdes cruzadas entre os residuos de
lisina das proteinas. A formacao do complexo MEF2C_95/FAT foi confirmado por

meio de SDS-PAGE, como indicado na Figura 17.
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Figura 17 — Gel representativo SDS-PAGE 15% do complexo MEF2C_95/FAT
antes e depois da incubacao com o reagente de ligagao cruzada (DSS).

Em seguida, a amostra foi submetida a digestao triptica por 16 horas a
37°C. Os peptideos tripticos foram concentrados, separados por
ultracromatografia liquida de alta pressao e a razdo massa/carga dos peptideos foi

obtida por espectrometria de massas (Figura 18).
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Figura 18 —. A). Corrida cromatogréafica,dos peptideos originados do complexo
MEF2C_95/FAT apéds a incubacdo com o DSS e apds a digestdo com tripsina. B)
O espectro de MS da amostra eluida com tempo de retencao (Tr) de 63,5 minutos.
Seta indica o ion de razdo massa carga (m/z) de 1284,7 que contém os peptideos
intermoleculares entre FAT (lisina 130) e MEF2C_95 (lisina 23) ligadas pelo
reagente DSS. C) Espectro de MS/MS do ion m/z= 1284,7.

A andlise dos espectros de MS/MS permitiram a identificacdo de foi
possivel identificar 3 pares de peptideos hibridos de MEF2C_95 e FAT. As lisinas
4, 5 e 23 da proteina MEF2C_95 ligaram-se, respectivamente, as lisinas 31, 86 e
130 da proteina FAT. Essas lisinas do dominio FAT correspondem,

respectivamente, as lisinas 933, 988 e 1032 na proteina FAK selvagem. A ligacéo
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entre lisinas pelo reagente DSS é um indicativo de que estes peptideos estdo
localizados na interface de interacao entre FAT e MEF2C a uma distancia entre 5
e 12 A. Os espectros de MS/MS dessas 3 espécies de peptideos intermoleculares,

entre o dominio FAT da FAK e MEF2C_95 estao representados nas figura 19, 20

e 21.
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Figura 19 - Espectros de ESI-MS/MS de espécies inter-moleculares entre a
proteina MEF2C_95 (lisina 4) e o dominio FAT da FAK (lisina 31). O painel
superior demonstra o espectro de MS/MS do ion precursor e o painel inferior
demonstra a  atribuicio dos ions identificados da cadeia a
(EIEMAQKLLNSDLGELISK) pertencente ao dominio FAT da FAK e a cadeia 3
(KKIQITR) pertencente a proteina MEF2C_95.
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Figura 20 — Espectros de ESI-MS/MS de espécies inter-moleculares entre a
proteina MEF2C_95 (lisina 5) e o dominio FAT da FAK (lisina 86). Os espectros
representam a atribuicdo dos peptideos ligados pelo DSS. Cadeia «o
(SNDKVYENVTGLVKAVIEMSSK) pertencente ao dominio FAT da FAK e a cadeia
B (KKIQITR) pertencente a proteina MEF2C_95.
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Figura 21 - Espectros de ESI-MS/MS de espécies inter-moleculares entre a
proteina MEF2C_95 (lisina 23) e o dominio FAT da FAK (lisina 130). Os espectros
representam a atribuicdo dos peptideos ligados pelo DSS. Cadeia «o
(KQMLTAAHALAVDAKNLLDVIDQAR) pertencente ao dominio FAT da FAK e a
cadeia B (QVTFTKRK) pertencente a proteina MEF2C_95.

Com base nos espectros de MS/MS identificados, contendo os peptideos
intermoleculares ligados pelo DSS, foi possivel construir um mapa de proximidade
espacial para o complexo MEF2C_95/FAT. A Figura 22 resume todas as espécies
encontradas nos experimentos de LC-MS/MS dos peptideos formados nos

experimentos de ligagdo cruzada para o complexo MEF2C_95/FAT. As lisinas
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marcadas em vermelho representam espécies do tipo dead-end, as linhas azuis
representam espécies de ligagdo cruzada intra-proteina e as laranjas espécies de

ligagdo cruzada inter-proteinas.

| MEF2 | | MEF2 |
5

4 25
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Figura 22 — Representacédo das espécies de ligagdo cruzada encontradas para o
complexo MEF2C_95/FAT. A sequéncia superior representa a sequéncia proteica
do dimero de MEF2C e a inferior a sequéncia do dominio FAT da FAK.

Para a determinacdo da regido de interacdo e a criagdo do modelo
molecular do complexo, utilizamos como molde as estruturas cristalograficas da
proteina MEF2A ligada ao DNA (cédigo PDB: 3KOV) e do dominio FAT da FAK
(cédigo PDB: 1K40). A porcao entre os aminoacidos 1-95 da proteina MEF2A
apresenta uma identidade na sequencia primaria de aminoacidos de 99% com a

proteina MEF2C.
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Baseado em nossos dados de CXMS e nos dados de SAXS apresentados a
seguir, observamos que a proteina MEF2C_95 interage na forma dimérica com a
proteina FAT, devido a localizagdo dos pares de peptideos hibridos na estrutura
cristalografica de MEF2. Portanto a criagdo do modelo foi gerado utilizando a
proteina MEF2 em seu estado dimérico, mesmo estado oligomérico adotado em

relacéo a interacdo com o DNA.

Portanto, a partir das informacdes obtidas por meio de CXMS foi possivel
criar um modelo molecular do complexo MEF2C_95/FAT que satisfizesse as
restricbes de distancia entre as proteinas impostas pelo DSS. Portanto, baseado
nos parametros de restricdo de distancia e dados de trajetéria de dindmica

molecular, foram obtidos pelo menos trés modelos diferentes.

A) B) C)

Figura 23 — A-C: Representacdo em fitas de trés possiveis modelos da interacéo
entre FAT e MEF2C_95, baseado nos ensaios de reacao cruzada. Todas as trés
posicoes adotadas pelo FAT respeitam as distancias entre os residuos de lisina
identificados pelo experimento de CXMS.
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Dessa forma, foi necessario buscar novos métodos que permitissem
determinar qual a conformacdo mais provavel do complexo. Assim, utilizamos a
técnica de Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS) que permite a
obtencdo do envelope molecular, combinado com estudos computacionais de

dinamica molecular.

4.1.2 Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS)

O Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo é uma técnica que possibilita a
obtencdo de informacdes a respeito da forma e parametros estruturais de
proteinas em solucdo. Um importante parametro que a técnica de SAXS fornece é
o raio de giro do complexo, um parametro de tamanho independente da forma.
Além disso, é possivel calcular, por meio da transformada de Fourier da curva de
espalhamento, a funcédo de distribuicdo dos pares de distancia (p(r)), o que nos
permite obter informacdes a respeito do envelope molecular do complexo de uma
maneira mais intuitiva. Para a realizacdo desta técnica, as amostras do complexo
provenientes purificagdo por gel filtracao, na concentracdo de 4 mg/ml em tampéao
contendo 50mM Tris pH 7,5; 150mM NaCl e 2mM DTT, foram expostas ao feixe
de raios X, ocorrendo entdo o fenédmeno de espalhamento de luz pelos elétrons do
complexo proteico. Dado que o espalhamento a baixo angulo de uma amostra de
proteinas em solucao € isotrdpico, os dados bidimensionais foram integrados para

a obtencédo de uma curva de intensidade unidimensional em funcdo do modulo do
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vetor de espalhamento (Figura 24_A). O ajuste tedrico da curva experimental de
espalhamento usado para o célculo da fungdo p(r) € mostrado em vermelho na
Figura 24_A e a funcéo p(r) correspondente na Figura 24_B. Através dessa fungéo
observa-se que o0 complexo apresenta-se globular contendo uma porcao
levemente alongada. O raio de giro do complexo obtido destas fungdes foi de 23,0

+0,4 A e a dimensao maxima foi de ~80A.

A) B)

O Dados experimentais | 4.0x107
Ajuste tedrico da regularizacio da curva|

—Fu ng'é'o p(r)
3.2x10° 4

2.4x107° 4

1.6x10°

p(r) [unid. arb.]

8.0x1074

Intensidade [unid. arb.]

0.0

r[A]

q (A"

Figura 24 — Dados de SAXS do complexo MEF2C_95/FAT. A. Curva de
intensidade de espalhamento em funcdo do médulo do vetor de espalhamento (q
=(4msenB)/A\). Os circulos abertos representam os dados experimentais do
espalhamento e a linha sélida, em vermelho, o ajuste teédrico calculado para a
obtencédo da funcéo p(r).B. Funcéo de distribuicdo dos pares de distancia (p(r)).

Conforme descrito na tabela 01, nos experimentos de SAXS, a massa
molecular experimental calculada do complexo foi de aproximadamente 42 kDa.
Conforme descrito nos resultados de CXMS e observado nos ensaios de SAXS, a

estequiometria da interacdo do complexo ocorre entre o dimero de MEF2C_95 e

monOémero de FAT. A diferenca de massa de aproximadamente 2 kDa entre a
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massa molecular tedrica (~40 kDa) e a experimental (~42 kDa) esta dentro do erro
experimental da técnica que gira em torno de 10% do valor teorico.

Portanto, tabela 01 resume alguns dados teéricos e experimentais do
ensaio de SAXS.

Tabela 01 — Dados tedricos e experimentais de SAXS das proteinas FAT e
MEF2C_95 isoladas e em complexo.

Complexo
FAT MEF2C_95 MEF2C_95/FAT
Numero de Amino&cidos 152 98 348
Massa Molecular Tedrica 16837 11506 39849
Massa Molecular Experimental ~41800
Estado Oligomérico 2 MEF2 : 1 FAT
2,16 mg/ml e
Concentracdes 1,08 mg/mi

A partir dos dados de SAXS o modelo do complexo formado entre
MEF2C_95 e o dominio FAT da FAK foi obtido por meio da técnica de modelagem
de corpo rigido (20 célculos independentes). Os pares de lisinas identificados pela
técnica de CXMS foram utilizados como condigdes de contato na modelagem. A
estabilidade dos calculos foi analisada por meio da Discrepancia Espacial
Normalizada (NSD). Os valores de NSD dos vinte modelos obtidos variaram de
0,97 a 1,09 (média de 1,04), indicando a estabilidade dos calculos e a semelhancga
entre os modelos. O modelo com o menor valor de NSD, o qual representa a

solucdo mais tipica, € apresentado na Figura 25_A-C. O gréfico da Figura 25 D
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apresenta o ajuste do calculo teérico do espalhamento desse modelo aos dados

experimentais de SAXS.

B) C)

D)

© Dados experimentais
Espalhamento tedrico do modelo

Intensidade [unid. arb.]

I0.1
q[R™]

Figura 25 — Modelo do complexo MEF2C_95/FAT obtido por modelagem de corpo
rigido baseado nos dados de SAXS. A-C). Trés visbes ortogonais do modelo do
complexo MEF2C_95/FAT, onde FAT esta mostrado em laranja e MEF2C_95, em
verde. D). Curva de intensidade de espalhamento pelo angulo. Os circulos abertos
representam os dados experimentais de espalhamento e a linha sélida, em
vermelho, o ajuste calculado a partir do modelo de corpo rigido apresentado em A.
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O modelo de SAXS foi submetido a dindmica molecular por 20
nanosegundos para ajustar o posicionamento do dominio FAT e também para
corrigir possiveis choques estéricos de cadeia lateral entre as duas proteinas. O
modelo da Figura 26 combina as informagcbes de reagdo cruzada acoplada a
espectrometria de massas (CXMS), dados experimentais de SAXS e de dinamica
molecular. Em destaque no modelo, estdo representados os pares de lisinas que

foram identificadas no experimento de CXMS.

Figura 26 — Modelo do complexo MEF2C_95/FAT e a localizagao dos pares de
lisina identificados no experimento de reacao cruzada acoplado a espectrometria
de massas (CXMS)
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A distancia entre as lisinas do modelo de SAXS e dindmica molecular foram

averiguadas por meio do programa Pymol™

versao 1.1 (DelLano Scientific). A
Figura 27 demonstra em destaque as lisinas que se ligaram pelo DSS e as

distancias entre esses pares de lisinas.

o

Figura 27 — Distancia em Angstrom (A), entre as lisinas identificadas pela técnica
de reacdo cruzada acoplada a espectrometria de massas no modelo do complexo
FAT/MEF2. As lisinas que reagiram com o reagente DSS estdo em destaque. A
distancia entre as lisinas sao de 8,5 A entre K105 (MEF2C) com K34 (FAT); 8,1 A
entre K26 (MEF2C) com K133 (FAT) e de 10 A entre K8 (MEF2C) com K89 (FAT).

Para confirmar os dados experimentais de ligacdo cruzada, SAXS e

dindmica molecular, ensaios de mutagénese sitio-dirigido foram realizados.
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4.1.3 Mutacoes sitio dirigidas

Para a realizagdo de estudos de mutagao sitio dirigidas, foram realizados
estudos computacionais para avaliar quais as caracteristicas da regidao de
interacdo entres as duas proteinas e identificar quais residuos sé&o importantes
para a interacdo. A analise da superficie eletrostatica da regido da proteina
MEF2C que interage com o dominio FAT da FAK é carregada positivamente,
devido a abundancia de residuos polares basicos, como arginina (R) e lisina (K)
(Figura 28_A). Por outro lado, a analise computacional da superficie eletrostatica
do dominio FAT da FAK, apresenta regides contendo residuos polares &cidos,
como &cido glutdmico (E) e &cido aspartico (D) (Figura 28 B). Esses residuos
conferem uma carga negativa a superficie molecular que poderia interagir

eletrostaticamente com a regiéo positiva do fator de transcricdo MEF2C.
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A) B)

MEF2 FAT

Figura 28 —. A-B: Superficies eletrostaticas das proteinas MEF2C e FAT. A cor
em azul demonstra que as caracteristicas da regido sao decorrentes da presenca
de residuos carregados positivamente (como argininas e lisinas). Ja a coloragéo
em vermelho demonstra que a regido € rica em residuos carregados
negativamente (acido glutdmico e acido aspartico). Em branco, residuos nao
carregados.

Com base nessas caracteristicas e nas andlises computacionais, foram
escolhidos alguns residuos na superficie da proteina FAT para serem mutados.
Os residuos mutados estédo localizados na superficie do dominio FAT tanto na
provavel regidao de interface com a proteina MEF2C_95 como na face oposta para
serem usados como controle negativo. Na Figura 29, estd demonstrada a

localizagédo dos residuos que foram mutados na estrutura da proteina FAK_FAT.
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Figura 29 — Estruturas cristalograficas do dominio FAT da FAK mostrando os
residuos que foram mutados.

As mutacdes foram realizadas substituindo residuos polares acidos (na
proteina FAK_FAT) pelo residuo apolar alanina (A). A mutagcédo por residuos de

alanina foi utilizada com o intuito de modificar as caracteristicas fisico-quimicas do
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residuo mutado, ou seja, modificando a carga e a hidrofobicidade do residuo sem

modificar a estrutura secundaria da proteina.

As proteinas mutadas foram expressas e purificadas conforme descrito no
item 3.9 do material e métodos. Para avaliarmos se as mutacdes realizadas nao
modificaram a estrutura secundaria ou tercidaria das proteinas, ensaios de
dicroismo circular e curvas de desnaturacao térmica foram realizados. Conforme
demonstrado nos espectros da Figura 30, fica evidente que o dominio FAT
selvagem é composto predominantemente por alfa-hélices, com dois minimos bem
evidentes em 208 nm e em 220 nm. Observamos também que as mutacdées nao
alteraram a estrutura secundaria da proteina FAK_FAT. Dois mutantes (D922A e
E937) ambos na hélice 1, foram o0s Unicos que apresentaram uma discreta
alteracdo na curva de dicroismo, porém sem diferenca significativa quando

comparado com a proteina selvagem.
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Figura 30 - Dicroismo Circular da proteina FAK_FAT e de seus diferentes
mutantes. Nessas medidas, & possivel observar os picos proeminentes nos
comprimentos 208 e 222, tipicos de a-hélices. As mutacdes provocaram discreta
(mutantes D922A e E937) ou nenhuma alteracao (D926, E970, E996 e D1036) na
estrutura secundaria da proteina quando comparado a proteina FAT selvagem.

Para avaliarmos a termoestabilidade da proteina FAT e para avaliar se as

mutacdes modificaram a estrutura terciaria da proteina, utilizamos ensaios de

desnaturacao térmica. Para isso, a amostra foi submetida ao aquecimento gradual

(20°C — 100°C) e realizada a monitoragdo do comprimento de onda de 222 nm,

devido as quantidade de estrutura secundaria do tipo a-hélice.
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Os dados de desnaturacao térmica da Figura 31 revelam que o dominio
FAT apresenta apenas um estado de transicdo na desnaturacao e que a perda da
estrutura terciaria ocorre em torno de 70°C, sendo que por volta de 80°C a
proteina encontra-se quase totalmente desestruturada. Além disso, observamos
que as diferentes mutagées pontuais realizadas ao longo da proteina néo

provocaram modificagdes importantes na termoestabilidade da proteina.
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Figura 31 — Espectro da desnaturacdo térmica da proteina FAK_FAT e dos
mutantes. Nota-se que o0s mutantes apresentaram pouca modificacdo na
estabilidade térmica quando comparado com o selvagem.
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Como apresentado na Figura 32, as mutagcdes E926A, E937A e E1036A,
presentes nas hélices 01 e 04 do dominio FAT reduziram a interacdo com GST-
MEF2C. Esses dados confirmam os dados de reagdo cruzada, de SAXS e de

dinamica molecular.

Pull-Down GST-MEFz2C_ g5

U A A R
3. ~ B R = R o5
A T N N .
= T < - Sl Y. .

Anti-FAK | QDD - = o® -

Figura 32 — Ensaio de pull down entre GST_MEF2C_95 com FAT selvagem ou
mutada nos residuos D922, E926, E937, E970, E996 e D1036.

A Figura 33 destaca os residuos de aminoacidos que se mostraram
importantes para a interacao entre o dominio FAT da FAK e o fator de transcricao

MEF2C.
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Figura 33 — Superficie do dominio FAT da FAK (PDB:1K40) destacando os
residuos de aminodcidos que sdo importantes na interacdo entre FAK_FAT e
MEF2C_95.

O complexo MEF2C_95/FAT foi entdo comparado com o modelo da
estrutura cristalografica do MEF2A associado ao DNA (PDB 3KOV). Nota-se na
Figura 34 que a sobreposicdo entre o modelo contendo o complexo
MEF2C_95/FAT e a estrutura cristalografica de MEF2A ligado ao DNA demonstra
que a localizagao, a disposicdo e o volume do dominio FAT e do DNA sao

similares.
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Figura 34 — Sobreposicdo do modelo de SAXS do complexo MEF2C_95/FAT
(verde e laranja) com a estrutura cristalografica de MEF2A ligado ao DNA (azul e
vermelho), demonstrando a similaridade da posicao, localizacdo e volume do
dominio FAT em laranja, com a dupla fita de DNA em vermelho.

Com base nesses dados, que demonstraram que a regido de interagao do
FAT com o MEF2C compreende exatamente a mesma regido de interacdo de
MEF2 com o DNA, ensaios de competicdo foram realizados para avaliar se a

interacdo entre MEF2C_95/FAT interfere na capacidade de MEF2C ligar-se ao

DNA.
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4.2. Influéncia da interacao entre FAT e MEF2C na capacidade de MEF2C

ligar-se ao DNA.

Uma vez demonstrado que a regido de interacdo de MEF2C com a FAT é a
mesma de interacdo de MEF2 ao DNA, foram realizados ensaios para avaliar se o
dominio FAT da FAK é capaz de deslocar a interagdo de MEF2 ao DNA. Para
isso, utilizamos ensaio de gel shift ou EMSA (Ensaio de retardamento da
mobilidade eletroforética). Para o ensaio de EMSA, incubamos 10 uM de proteina
MEF2C_95 purificada, com 0,1 uM de DNA fita dupla marcada com [V*2P]-dATP
(3000 Ci/mmol) (Perkin Elmer, USA), por 20 minutos a temperatura ambiente. A
molécula de DNA compreende a uma sequéncia de 20 pares de base (pb),
presente no promotor do gene MCK (creatina quinase muscular) que contém uma
sequéncia consenso de reconhecimento e ligacdo dos fatores de transcricao
MEF2. Apdés 20 minutos de incubacdo de MEF2C_95 ao DNA, realizamos a
incubacdo por mais 20 minutos com a proteina FAT, nas concentragdes de 0,1
UM, 1 uM, 10 uM, 100 pM e 300 puM. Em seguida, foi realizada a eletroforese por
uma hora, 4°C, 80 Volts. Como resultado, observamos que a interagdo entre o
fator de transcricdo MEF2C_95 ao DNA diminuiu a medida que foi aumentando a
concentragdo do dominio FAT da FAK. Esse dado demonstra que o dominio FAT
da FAK foi capaz de competir com o DNA pela interagdo com MEF2C_95 e de

deslocar a interacao entre MEF2/DNA (Figura 35).
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Figura 35 — Ensaio de gel shift entre MEF2C_95 e sua sequencia consenso de
DNA dupla fita marcada [y**P]-dATP, demonstrando a formacdo do complexo
MEF2/DNA (seta). Observa-se a diminuigcdo dessa interagdo MEF2/DNA, visto
pela atenuagédo da intensidade da banda, com o aumento da concentragdo da
proteina FAT.

Para avaliar e comparar a afinidade entre MEF2C_95 a FAT e entre MEF2
ao DNA foram realizados ensaios de anisotropia de fluorescéncia. Para o célculo
da afinidade entre MEF2 e o dominio FAT da FAK, utilizamos 10 nM da proteina
MEF2C_95 marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) como sonda. A

afinidade desta interacdo foi avaliada de acordo com o aumento da anisotropia
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que ocorreu a medida que a concentracdo do dominio FAT da FAK foi
aumentando na reacao (1 nM — 10 uM). Sendo o fundamento da anisotropia de
fluorescéncia medir o desvio da luz polarizada em funcdo do grau de rotagédo do
complexo, quanto maior o volume final do complexo formado menor sera sua
velocidade de rotagdo no meio e, consequentemente, menor sera o desvio da luz
polarizada incidida, ocasionando valores crescentes de anisotropia. O valor de Kd
€ inversamente proporcional a afinidade de duas moléculas, ou seja, valores
baixos de Kd indicam alta afinidade de ligag&o. O valor observado (~38nM £ 9 nM)
aponta uma alta afinidade de ligacdo entre MEF2C_95 e o dominio FAT da FAK
(Figura 36_A).

Para o calculo de afinidade entre MEF2C 95 ao DNA, 10 nM de DNA
marcado com FITC na extremidade 5 da fita sense, foi incubada com
concentracdes crescentes de MEF2C_95 (1nM- 10uM). Conforme indicado na
Figura 36_B a constante de dissociacado de MEF2C_95/DNA foi de 187,5 + 22 nM.
Portanto, de acordo com nossos resultados, a afinidade entre MEF2C_95 e FAT é

aproximadamente 5 vezes maior do que a afinidade de MEF2C_95 pelo DNA.
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Figura 36 — Curvas de anisotropia de fluorescéncia da ligacdo MEF2C_95/FAT e
de MEF2C 95/DNA (A e B respectivamente). Abaixo nos graficos estao
representados os valores da constante de dissociacado (Kd) de cada curva, sendo
de 35,646 nM em A (MEF2C_95/FAT) e de 187,5+ 22nM em B (MEF2C_95/DNA).
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4.3. Influéncia da interacao entre FAT e MEF2C na capacidade de MEF2C

ativar a transcricao em cultura de células C2C12.

Para avaliar a influéncia da interacdo intracelular entre FAT/MEF2 na
capacidade de MEF2C ativar a transcricdo génica, utilizamos ensaio de gene
repérter em cultura de mioblastos C2C12. Para isso, o vetor 4xMEF2-LUC,
gentilmente cedido pelo Dr. Eric Olson (University of Texas, Southwestern Medical
Center) foi utilizado como gene reporter para avaliar a ativagao transcricional de
MEF2C. O vetor 4xMEF2-LUC contém 4 sitios de ligacao para MEF2 e expressa a
proteina firefly luciferase. Portanto, a atividade transcricional de MEF2 foi avaliada
indiretamente pela razao entre a atividade de firefly luciferase pela atividade de
renilla luciferase, co-transfectado juntamente com o gene repérter 4xMEF2-LUC,

como controle da transfecgéo.

Os plasmideos foram transfectados em cultura de mioblastos C2C12 ja
diferenciados em miotubos. Além dos plasmideos contendo o gene reporter
4xMEF2-LUC e do normalizador RENILLA, as células foram transfectadas com
vetores para a superexpressdao das proteinas MEF2C selvagem
(MEF2C_pcDNA3), FAK fusionado com FLAG (FAK_FLAG), dominio FERM da
FAK fusionado com FLAG (FERM_FLAG) e dominio C-terminal da FAK fusionado

com FLAG (CTERM_FLAG). A Tabela 02 resume os plasmideos utilizados no
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experimento. A leitura da atividade de luciferase foi avaliada apds 48 horas de

transfecgéo.

Tabela 02 — Grupos experimentais e plasmideos transfectados em cada grupo nos
ensaios de gene reporter em cultura de células C2C12.

Grupo Plasmideos
Grupo 1- Controle 4xMEF2-LUC;
RENILLA
Grupo 2- MEF2+ Plasmideo FLAG vazio 4xMEF2-LUC
RENILLA

MEF2C_pcDNA3
PFLAG

Grupo 3- MEF2+ FAK_FLAG 4xMEF2-LUC
RENILLA
MEF2C_pcDNA3
FAK_FLAG full length,

Grupo 4- MEF2+ CTERM_FLAG 4xMEF2-LUC
RENILLA
MEF2C_pcDNA3
CTERM_FLAG

Grupo 5- MEF2+ FERM_FLAG 4xMEF2-LUC
RENILLA
MEF2C_pcDNA3

FERM_FLAG
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Como resultado, foi observado que, nas células co-transfectadas com o
plasmideo MEF2C_pCDNAS3 e com o plasmideo reporter (grupo 2) houve um
aumento de 20 vezes na atividade de luciferase em relacdo ao grupo 1 que
recebeu apenas o plasmideo repérter 4xMEF2-LUC. Por outro lado, a
superexpressao de FAK, concomitante com a superexpressao de MEF2C (grupo
3), atenuou significativamente o aumento da atividade de luciferase de 20 para 7
vezes em relacdo ao grupo 1. Para determinar se o efeito observado pela
superexpressao da FAK se deve ao dominio Cterminal (que contém o dominio
FAT) n6s observamos que a superexpressao o dominio Cterminal da FAK (grupo
4) foi capaz de causar uma atenuagdo similar ao da superexpressdao da FAK
(grupo 3). Ja a superexpressédo do dominio FERM da FAK (grupo 5), localizado na
regidao N-terminal da proteina, ndo foi capaz de causar a diminuigdo da atividade

de luciferase quando comparado a superexpressao de MEF2C (grupo 2).

Resultados

121



Luciferase Activity
Fald Inductian

&
MEF2C_pCOHAI

Figura 37 — Gréfico representativo do ensaio de gene repdérter com o plasmideo
4xMEF2-LUC, contendo 4 sitios de ligacao para MEF2C associado a sequencia de
luciferase. A superexpressdo de MEF2C com plasmideo MEF2C_pcDNAS3
aumentou em 20 vezes atividade de luciferase e a superexpressédo de FAK inteira
(FAK_FL) ou da porgcédo Cerminal da FAK que contém o dominio FAT reduziram
esse aumento da atividade induzida pela superexpressao de MEF2C.

Portanto, esses dados demonstram que a FAK, através de sua regido
Cterminal, diminui a ativagdo transcricional mediada por MEF2C, provavelmente

por competir com o DNA pela regido de interacdo de MEF2C.

No entanto os efeitos da atividade de MEF2C em midcitos cardiaco
neonatos, onde essas células encontram-se diferenciadas, ainda ndao sdo bem

conhecidos. Recentemente foi demonstrado que a superexpressdao de MEF2A ou
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MEF2C em cultura primaria de miocitos cardiacos de ratos neonatos com
particulas adenovirais, provocou desorganizagdo sarcomérica e alteracdo no

fendtipo desses midcitos cardiaco (XU et al., 2006).

Diante desses dados, decidimos por utilizar o modelo da superexpressao de
MEF2C em midcitos cardiaco de ratos neonatos, para compreendermos quais
genes apresentam alterados, quais vias estdo ativadas e quais processos
celulares sao regulados por MEF2C em miécitos cardiaco. Para isso, uma
combinacao de ensaios de microarranjo de DNA (Mycroarray), PCR em tempo
real, western blotting e analises por microscopias de luz, confocal e eletrénica de
transmissao foram realizados, comparando células tratadas com adenovirus para
MEF2C (Ad-MEF2C) com células tratadas com adenovirus para gene da -
galactosidade (Ad-BGal) como controle. As particulas adenovirais utilizadas foram

gentilmente cedidas pelo Dr. Jeffery Molkentin (University of Cincinnati).

4.4 Avaliacao da expressao de MEF2C, por PCR em tempo real e western

blotting em cultura de miécitos cardiaco tratados com Ad-MEF2C.

Os niveis de RNA mensageiro e de proteina de midcitos cardiaco tratados
com Ad-MEF2C foram avaliados através das técnicas de PCR em tempo real e
western blotting, respectivamente. Apds 48 horas de tratamento o RNAm foi

extraido em Trizol® e as proteinas totais extraidas em tamp&o RIPA. A analise
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por PCR em tempo real do grupo tratado com Ad-MEF2C apresentou um aumento
de aproximadamente 35 vezes no nivel de RNA mensageiro transcrito comparado
ao grupo controle tratado com Ad-BGal (Figura 38_A). Ja a andlise densitométrica
do nivel de expressdao proteica por WB demonstrou um aumento de
aproximadamente 5,5 vezes quando comparado ao grupo controle (Figura 38_B).
Sendo assim podemos afirmar que a infeccdo por particulas adenovirais é
eficiente e que induz aumento da expressao génica de MEF2C em cultura de

miocitos cardiaco de ratos neonatos.
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Figura 38 — Expressao génica de MEF2C. Grafico representativo da quantificacao
relativa de RNAm de MEF2C em midcitos cardiacos tratados com Ad-MEF2C
comparada ao grupo de células controle Ad-BGal. B) Western blotting e gréfico
representativos da expressao proteica de MEF2C em cultura de células tratadas
com Ad-MEF2C comparada ao controle Ad-BGal.
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4.5. Anadlise por microarranjo de DNA da superexpressao de MEF2C em

miodcitos cardiaco de ratos neonatos.

As amostras de cDNA de células tratadas com Ad-MEF2C ou com Ad-BGal,
como controle foram hibridizadas em triplicata, perfazendo um total de 6
membranas analisaveis. Os valores normalizados das médias da triplicata de cada
gene foram submetidos a andlise estatistica pelo teste de Wilcoxon, sendo que os
p-valores extraidos permitiu agrupa-los em ordem crescente de significancia.
Destas comparacdes foram selecionados 0s genes com p-valores menores que
0,05 (ou seja, os representantes com maior relevancia estatistica, p<0,05). Os
genes do grupo Ad-MEF2C foram comparados com o controle quanto ao nivel de
expressdo do RNAm. Os valores com uma diferenca de + 2 vezes e valor de
p<0,05, foram submetidos a analise quanto aos seus aspectos funcionais através
do programa Ingenuity™.

Assim, as Tabelas 03 e 04 sumarizam os principais processos celulares e
0s genes identificados em cada processo, respectivamente, classificados de
acordo com o score do programa Ingenuity, ao qual é derivado do p-valor de cada
gene e indica a probabilidade dos genes alvo em uma rede serem encontrados
juntos devido ao acaso.

A lista completa dos 1072 genes diferencialmente expressos (com variacao
minima de = 2 vezes e valor de p<0,05) entre Ad-MEF2C e Ad-BGal estédo

demonstrados no Apéndice Il, classificados em ordem alfabética.
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Tabela 03 — Principais processos celulares envolvidos na superexpressao de
MEF2C em midcitos cardiaco, identificados no ensaio de Microarranjo de DNA,
classificados de acordo com o Score do programa Ingenuity € com 0 numero de
genes identificados (ID) no processo celular em questao.

Numero Funcao Score  Numero
de Genes
ID

1 Morfologia do Orgao, Fungdo e Desenvolvimento Sistema 42 35
Muscular, Disturbios do Desenvolvimento .

2 Replicagdo DNA, Recombinacao, Reparo, Ciclo Celular, 37 33
Anormalidade e Injuria do Organismo.

3 Ciclo Celular, Cancer, Replicagdo, Recombinacao e 37 33
Reparo do DNA.

4 Replicagdo DNA, Recombinacao, Reparo, Ciclo Celular, 32 31
Céncer.

5 Desordens do Sistema Endécrino, Doencas 19 23
Hematologicas e Metabdlicas

6 Doengas Cardiovasculares, Anormalidades Congénitas 17 22
do Coracéo, Disturbios do Desenvolvimento

7 Interacao e Sinalizagao célula-célula, Desenvolvimento e 17 22
Fungéo do Sistema Hematolégico

8 Ciclo Celular, Organizacao Celular, Replicagao, 16 25
Recombinagéo e Reparo do DNA

9 Replicacao, Recombinagéao e Reparo do DNA, Resposta 14 16
Celular ao Tratamento.

10 Arritimia Cardiaca, Doenca Cardiovascular e Taquicardia 13 19
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Tabela 04 - Genes diferencialmente expressos identificados no ensaio de
Microarranjo de DNA. Lista de genes envolvidos em cada processo celular
descrito na Tabela 03. A seta vermelha indica que o RNAm do gene em questao
encontra-se aumentado e a seta verde indica que a expressdao do gene em

questao esta diminuido em relacdo ao controle.
1 SABCCY", FACES2, SAPENL, SATP2A2, SOIDESA, SOOLLAL (inchedes EG:1277), ACOLIAL, SDES, SDLAT, SEDNL, 4GPRSE,
CGPNA, SHRC, FIRM4A, SHCMILYL, BMEFZC, SMURC, S#YHG, -FMYHT SMYL2, SMYVOCD, SMYOMI,
YMYOM2 (inchedes EG17930), JMYOZ2 JNDRG2, ANRAIC2 (includes EG110784), SPPARA, JREGIA, SRRAD, JSMYDOL,
_PTMEMEEA, TTHML TN, STHNTZ (incudes BG21956), SWEGRA
2 TANKRDAZ®, TATADS, TBARD1, TBERCAL, ¥CAD, WOONDL, TCDCE {indudes EG:21834), TCDK2, TCHAFLA, Cyclin &,
FOOM11/OODX12P, FDSCOCL PEIFT, TEIFE, MECTZ THmgbl (inchedes EG 254501, THESPOOAAL, THIAADLIOL, SHRTE
FLMNBL, FMKIET, $NOPSE, TORCL (inchodes EG183592), #PCMA, #POLH, TRADLS, Rb, *REEPE, FREVL [indudes EG-316344),
TRFCZ TRFC4, FRFCS TRIFL (includes EG2495602), ¥TYMS, TUSP1
3 LANAPLZ FAURKE, TOCNAZ, ®OCNEL, WCDCAS, BCOCT (inchedes BG:12545), BC0OT1, SCHCRT, TDEFS (inchedes BG:L0926),
FDHFR, FDNMTL, TE2FS, FELN, SEMILINL, FEZH2, CFBLNS, Histonehd Histons b, HIGFEPS, $MOM2, “TMCMA, TMOMS,
Smir-145 FMYBELZ, +NPAT, +PLK4, SPLN, SPPP2RZE, SPRMTS, FRELL, SSFRPL, $SKP2 (indudes BG:27401), FUHRFL,
SUPPL, TWDHDL
& At PBAN, FERCAZ, FOHEKL, TOLSPN®, SCPTIEB, SDUSPL +DUSPY, TFANCDZ SFHBRS, SGUAL, FH2AFK, FHMGEZ®,
Hspad, SHSPBEL, Ink, SHCNH2, FKIF2C, THLFS, TMAPIKT (inchedes EG:172842), TMCMT, TMOM2, TMSH2Z, SMSTIR,
FMTEP, TNOLCL, P28 MAPK TPLKL FPPMLID, $RADSL, FRADSSE, PRADS4L, FSCNAE, HSONSA, STGFEIN
5 FALOKS, SAMNKY, #BAFIA BAZIE, CHxG, SOKM, Creb, CYPEEL, JSEEFIAZ, PEXOSCH SIGFL, IGFRRE,
¥aFER] Endudes Ex16006), AIL1RN, LLDLR, SMAD2IL], AME, S=MCMI, MMEF2, MEF2S LMMPL2, N-cor, ANROBZ S08S)
PO fnchodes £G:18534), POLAL FPRED2, RMA polymersse I, FSMARCAL FSMARCAS, SSORBSL, $TAFS,
_ TAFO{indudes E216185), +THES2, SWISPL
& SABLML, ®BRCAL SCDHL?, $DOCK11, £2FS GATA4 SGJAL, GIAS GPEMZ HEYZ WFTS7, SHCNEL, IFA,
FLBR (inchedes EG:IGA360), mif-S483- 5 (mifAs wisesd CAOUCCL), BMYLY, TMYOCD, TNCAPDZ, TNCAPG, MIZ-5 NRRA,
SNPRY (inchedes EG 18162), PEL2 @nchudes EG218T6L), SPKP2 (indudes BG=287925), #RPAZ2, LRYR2, JSCHIB, SCWN2E, 4SCNSA,
FSin, “FSMC2, TEXE TENS, YAPL @ndudes BEE10413), YWHALG
7 ADMA,  FARLGIPS, FBGN, FBRP44AL, SCH CodCA, POALCRL, SCD34, CREBEP, ACHala, KO3 {inchedes BG-20315),
POHLGAPS DRAF], SEGLMI, SFBXOS, HIFLA, SHISTIH2AG [inchedes others), SHISTIH2B)MIETIHI BE®, LHE2, KDMSE, MY
FOIPE, P2RXS, FPRELE, FPRPSL HPSIPL, SRAMPL CRASSFA, RRAS, SELE @nchudes £G:20339) JSELP, JSELPLG, STATS TFRRC,
TLR2
8 SERCAL, SBRD2, SCCDCTHE, WCDCE (indudes EG:23834), BCDK2, SCENPE PCEPST, Cydin 4, E2F], E2F3, EZR4, ETVE TMCOME,
FMOME, MEDZE WML, TMATOM, FMTHFDL, -FNDCE0, MEX2, MNPEL THUFR2, TORCL (inchedes EG18393), TPAMZ +PSATL,
RA1 WRBLL. RAL2{inchudes BEG:10033 1892, TRAECY, FSMCY, #SMC4, SWMCLA, TR, #TOP2A, YY1
9 LABCE4, FEUBL (includes BEG:100307076), ®C11lorf82, JCDHI, #CEPSS SDKK3I, SHFEZ, HTT, #HIF24 Jlyrlfly=2
FMISIEA, NIOL PARPL, TPOMA, $POLDZ, TRADS1, SRMASES, SSCHAE, FTIMAGLL TPE3 §ndudes EG22059), 'WHN, XROCE
10 fctin ADCY, SADORAL SADRALA, ADRDZ SARMGDIE, ARRRI, +ATPLAZ #OTGI, CACKNALC, -CACMEBA, HCASPI,

FCASPEAPY SCAVE, SDYSF, PFAS, Gnas{moee] HGnas (rat), G5N, HTGBELEPZ, Lamin b, BWST4, P2RYZ, SPASK
PI3K (oomplen], PP2A, TPPPIRLIE, PRKARZL, SRAC2 SAC STRME STRN, 4TGM2, STRIMTZ TUBEZA

Os genes diferencialmente expressos nas 10 vias citadas na tabela 04
foram agrupados e submetidos ao programa Ingenuity para fazer a classificacao
das proteinas de acordo com a localizacao subcelular. Portanto as proteinas foram
agrupadas nos seguintes compartimentos: Ndcleo, Citoplasma, Membrana
Plasmatica, Espaco extracelular e Desconhecido (caso ndo seja conhecida a
localizagao subcelular da proteina). Conforme podemos observar na Figura 39, ha

um grande acumulo de proteinas do ndcleo, que apresentaram aumento na
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expressdo do RNAm (vermelho) com o tratamento com Ad-MEF2C quando
comparado ao controle. Além disso, a grande maioria dos genes que
apresentaram diminuicdo na expressao do RNAm (verde) encontram-se fora do
compartimento nuclear. Esses dados demonstram que o0s genes que estédo
envolvidos com vias de regulagédo do ciclo celular estdo aumentados e por outro

lado a grande quantidade de genes estruturais encontram-se diminuidos.
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Figura 39 — Esquema representativo demonstrando o agrupamento de todos os
genes envolvidos nas vias descritas nas tabelas 03 e 04. Os genes que

apresentaram diferencialmente expressos,

por

aumento ou diminuigao,

encontram-se destacados em vermelho ou verde, respectivamente. Os genes em
branco nao estdo diferencialmente expressos, de acordo com o ensaio de
microarranjo de DNA em células tratadas com AdMEF2 comparado ao controle
Ad-BGal. Os genes estdo agrupados de acordo com a localizagdo subcelular das

proteinas codificadas por eles.
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Dentre os genes diferencialmente expressos, distribuidos segundo sua
relacdo funcional, observou-se um grande numero de genes envolvidos com os
processos de Ciclo Celular, Organizacao Celular, Replicagdo, Recombinacéo e
Reparo do DNA.

Nesse contexto, a Figura 40 demonstra um resumo do processo de
replicagdo do DNA juntamente com as proteinas envolvidas. Na mesma Figura 40,
em vermelho, 0s genes que apresentaram aumento na analise do ensaio de
Microarranjo de DNA de midcitos cardiacos tratados com Ad-MEF2C em relacdo
ao controle. As proteinas em branco representadas no esquema indicam que 0s
genes nao estavam diferencialmente expressos nos ensaios de Microarranjo. O
processo de replicacdo do DNA precede a divisdo celular, ocorrendo durante a
fase S do ciclo em eucariotos e envolve o recrutamento de diversas proteinas. O
inicio da replicacdo do DNA ocorre somente em sitios especificos do DNA
cromossémico denominado Complexo de Reconhecimento da Origem (ORC).
Nesse processo, a proteina recém-sintetizada CDC6 associa-se temporalmente ao
ORC na transicao das fases G1-S sendo essencial para a montagem de um
complexo de pré-replicacdo (preRC) na regido de origem da replicacdo. Isto é
seguido pelo recrutamento da proteina CDT1 e de proteinas do complexo de
manutencdo do minicromossomo (MCM) sobre as origens de replicacdo que
conduzem juntamente com CDC6 a formacao de preRCs. Em seguida, proteinas
CDK da fase S fosforilam as proteinas CDC6/CDC18, inativando essas proteinas
e impedindo a re-iniciacdo da replicacdo do DNA. O complexo CDC7-DBF4
fosforila a proteina MCM no preRC, recrutando CDC45. Finalmente, as proteinas
de replicacdo, tais como RPA e DNA-polimerases sdo recrutadas para o
complexo, levando a replicacao do DNA. Portanto observa-se na Figura 40 que os

genes envolvidos na transcricdo de DNA foram, em sua grande maioria,
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identificados em nossos ensaios de Microarranjo de DNA e encontraram-se

aumentados no grupo de miécitos tratados com Ad-MEF2C quando comparado ao

controle.
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Figura 40 — Esquema representativo das etapas e das proteinas envolvidas na
replicacdo do DNA em eucariotos. Em vermelho, genes diferencialmente

aumentados e em branco, genes que nao apresentaram diferencas no nivel de
expressao génica no grupo Ad-MEF2C quando comparado ao controle.
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4.6. Validacao de genes diferencialmente expressos a partir dos resultados

de Microarranjo de DNA

De acordo com os resultados do microarranjo de DNA, foram selecionados
alguns genes para serem validados quanto ao nivel de expressao. A tabela 05
lista 08 genes, dos quais 07 apresentaram-se diferencialmente expressos no
ensaio de Microarranjo de DNA e foram selecionados para serem validados por
PCR em tempo real e/ou western blotting. Como controle estd demonstrado o
gene da FAK o qual ndo apresentou alteragdo na expressao génica com a

transducéo viral de ADMEF2.

Tabela 05 — Lista de genes e valores vezes alterado do RNAm dos genes
avaliados nos ensaios de Microarranjo de DNA em células tratadas com Ad-
MEF2C comparado a células controle (Ad-BGal)

Gene Vezes Alterado
MEF2C +4,22
Ciclina E1 +5,01
ANP -4,11
MyBPC -2,58
Miosina 2,74
B-Actina -2,22
Desmina -2,75
FAK +1,08
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Portanto, os genes apresentado na tabela 05 foram validados por ensaios
de PCR em tempo real (Figura 41) e/ou por western blotting (Figura 42) que

confirmaram os resultados observados nos ensaios de Microarranjo de DNA.
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Figura 41 — Grafico representativo da quantificacao relativa de RNAm: A) MEF2C;
B) B-Actina; C) Cadeia Pesada de Miosina; D) Myosin Binding Protein C (MyBPC);
E) Peptideo Natriurético Atrial (ANP); em células tratadas com Ad-MEF2C
comparado ao grupo de células controle Ad-BGal. *p<0,05 vs AdBGal. n=4
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Figura 42 — Western blotting e graficos representativos da expressdo de: A)
MEF2C; B) FAK; C) Cadeia Pesada de Miosina; D) Actina; E) Desmina; F) Ciclina
E1; em células tratadas com Ad-MEF2C comparado ao grupo de células controle
Ad-BGal. *p<0,05 vs AdBGal. n=4
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4.7 Avaliacao do fenétipo de midcitos cardiacos tratados com Ad-MEF2C por

meio de microscopia de luz, confocal e eletronica de transmissao.

De acordo com os resultados apresentados anteriormente podemos afirmar
que o aumento da expressdao de MEF2C é efetivo e que através dos genes
observados como diferencialmente expressos, pode existir alteragées no fenotipo

das células tratadas com Ad-MEF2C.

4.7.1 Microscopia de luz (coloracao por hematoxilina-eosina)

Apo6s 48 horas de tratamento com Ad-MEF2C e controle Ad-BGal as células
foram fixadas com formaldeido 3,7% e coradas com Hematoxilina (ndcleo) e
Eosina (citoplasma) H&E. Como resultado, podemos observar e destacar como
caracteristica mais marcante das células tratadas com Ad-MEF2C a presenca de
maior quantidade de células binucleadas ou até multinucleadas (setas brancas)
quando comparada as células tratadas com Ad-BGal (Figura 43). Em algumas
oportunidades, foi possivel observar a presenca de nucleos com lobulacdes
atipicas (detalhes da Figura 43). O gréafico da Figura 43 _D compara a
porcentagem de células com dois ou mais nucleos entre os grupos Ad-MEF2C e
Ad-BGal. Foram contadas um total de 200 células por grupo em triplicata. Esse
dado demonstrou que a superexpressdao de MEF2C em midcitos cardiacos de
ratos neonatos induziu um aumento no numero de células multinucleadas

(aproximadamente quatro vezes) quando comparado ao grupo controle.
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% células binucleadas

Figura 43 — Microscopia de luz representativa de miécitos cardiaco tratados com
Ad-BGal (A) ou Ad-MEF2C (B e C) coradas com H&E. Observe em (A) a
morfologia tipica do nucleo do miécito cardiaco, enquanto que em (B e C) os
ndcleos apresentam-se multinucleados (seta) e com lobulacbes atipicas
(detalhes). Aumento = 400x. (D) Grafico representativo da porcentagem de células
que apresentam multinucleagéo entre os grupos Ad-Gal e Ad-MEF2C. *p<0,05 vs
AdBGal.
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4.7.2 Microscopia Confocal

Conforme observado na Figura 44, as fibras de actina das células controle
(tratadas com Ad-BGal) apresentam um padrdo de estriagdo e organizagao tipicos
de midcito cardiaco em cultura. J& o grupo de células tratadas com Ad-MEF2C
apresentou desorganizagcdo sarcomeérica com fibras de actina dispostas de forma

irregular e ndo ordenada.

Ad-MEF2C

Ad-BGal

Figura 44 - Microscopia confocal representativa de miécitos cardiacos tratado com
Ad-BGal (A) ou Ad-MEF2C (B). Analise as fibras de actina, em vermelho,
organizadas e com estriacao tipica de miécito no grupo controle (A), enquanto que
o grupo Ad-MEF2C apresentou reducao qualitativa da marcagao e desorganizagcao
do padrao estriado das fibras de actina no sarcémero (B). Actina marcada com
faloidina-rodamina (vermelha) e ndcleo marcado com DAPI (azul).
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4.7.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

Para avaliagédo ultra-estrutural das diferencas fenotipicas encontradas pela
microscopia de luz e confocal no nucleo e na organizagdo sarcomerica, optou-se
pela microscopia eletrbnica de transmissao de midcitos cardiacos apos 48h de

transducéo viral tratado com Ad-MEF2C ou controle com Ad-BGal.

Na Figura 45 (A e C) observamos que as células controle apresentaram
nucleo preservado, citoplasma integro, disposicao e padrao sarcomérico tipicos,
mitocOndrias com aspectos ultra-estruturais preservados e sem estruturas
vesiculares associadas. Por outro lado, os midcitos cardiacos tratados com Ad-
MEF2C (B e D) apresentam regides de cromatina condensada (seta) no nucleo, ja
no citoplasma houve aumento no numero e no tamanho de vesiculas. Ainda neste
grupo, destacou-se a degeneragcdo sarcomérica com pequena quantidade de

sarcObmeros integros, presenca de vesiculas fusionadas as mitocondrias.
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Figura 45 — Elétron-micrografias representativas de midcitos cardiacos de ratos
neonatos em cultura tratados com Ad-BGal (A e C) ou Ad-MEF2C (B e D) por 48h.
Em A e C, observe a morfologia tipica do nucleo (N) e cromatina do midcito, bem
como a disposicao orientada dos sarcémeros (S) com preservacao das bandas A
e |, além do disco Z. Ja em B e D, analise o nucleo com maior quantidade de
heterocromatina (seta), desorganizacdo e adelgacamento sarcomérico (*),
presenga de vesiculas fusionadas as mitocdndrias (cabega de seta). V = vesicula;
M = mitocéndria. Barras A e B = 5um; C e D = 2um.
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4.8. Avaliacao da interacao MEF2C/FAK na expressao proteica de genes
diferencialmente expressos nos ensaios de Microarranjo de DNA e no
fenétipo de midcitos cardiacos com superexpressao de MEF2C.

4.8.1 Expressao proteica

A superexpressao de MEF2C em midcitos cardiacos altera a expressao de
diversos genes. Miécitos cardiacos tratados com Ad-MEF2C apresentam aumento
de genes envolvidos na progressao do ciclo celular e diminuicdo de genes
estruturais. Alguns desses genes, como Miosina tipo Il e Desmina apresentaram-
se diferencialmente expressos no ensaio de microarranjo de DNA validados por

ensaios de Western blotting.

Nesse contexto, avaliamos se a interacao inibitéria entre o dominio FAT da
FAK com o fator de transcricio MEF2C atenua as alteracdes génicas decorrente
da superexpressdao de MEF2C. Para isso, as células foram submetidas a
superexpressao de MEF2C com Ad-MEF2C com concomitante superexpressao de
FAK ou de seus dominios FERM ou C-terminal e posteriormente avaliado o nivel

de expressao das proteinas Miosina tipo Il e Desmina.

Primeiramente, foi demonstrado que a superexpressdo de FAK ou de seus
subdominios FERM ou C-terminal, fusionados com Flag, ndo alterou o nivel de

expressao de MEF2C nos miécitos cardiacos (Figura 46_A).
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A expressdao da FAK também foi avaliada por western blotting com
anticorpo anti-FAK (C20- Santa-Cruz) que reconhece a regidao C-terminal da FAK.
Como resultado, no grupo de células transfectadas com o plasmideo FAK_Flag,
observou-se 0 surgimento de uma banda pouco acima da FAK enddgena,
decorrente da cauda de Flag que confere um pequeno aumento na massa
molecular da proteina. No grupo de células transfectadas com o plasmideo C-
terminal_Flag, podemos observar o aparecimento de uma banda na altura de 34
kDa referente ao peso molecular desse dominio da FAK. Dessa forma, podemos
afirmar que a transfeccado e superexpressdao de FAK e da regido C-terminal da

FAK ocorreu de modo eficiente (Figura 46_B).

Em relacdo ao nivel de expressdo da cadeia pesada de miosina tipo Il,
observamos que os midcitos cardiacos com superexpressdo de MEF2C (Ad-
MEF2C) apresentaram uma diminuicao significativa (em torno de 80-90%) quando
comparado ao controle. Nesse caso, a superexpressao do dominio C-terminal_flag
da FAK atenuou essa diminuicdo em torno de 50%, ndo sendo observada essa

mesma atenuacao nos grupos FAK flag ou FERM_flag (Figura 46_C).

Por fim, observamos na Figura 46_D que a proteina Desmina, localizada
nas regides de linha Z do sarcémero, apresentou uma diminui¢édo significativa (em
torno de 80%) na expressdao em mibcitos cardiacos tratado com Ad-MEF2C,
quando comparado a células controle. Nesse caso, tanto a superexpressao de
FAK como do dominio C-terminal da FAK atenuou a diminuicdo da expressao de

Desmina.
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A Tabela 06 lista os grupos experimentais utilizados nos ensaios de western

blotting da Figura 46.

Tabela 06 — Grupos experimentais demonstrando o0s plasmideos que foram
transfectados com o uso de lipossomos (Lipofectamina™) ou transduzidos com as
particulas adenovirais carregando plasmideos para os genes 3Gal ou MEF2C.

Grupo
1 Ad-BGal + Lipofectamina
2 Ad-MEF2C + Lipofectamina
3 Ad-MEF2C + plasmideo pFlag
4 Ad-MEF2C + FAK_Flag
5 Ad-MEF2C + Cterm_Flag
6 Ad-MEF2C + FERM_Flag
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Figura 46 — Immunoblotts e gréaficos representativos da expressao: A) MEF2C; B)
FAK; C) Cadeia Pesada de Miosina; D) Desmina; em midcitos cardiacos
submetidos a diferentes tratamentos conforme descrito na tabela 06. *p<0,05 vs

AdpGal.

n=3
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Esses dados demonstram que a superexpressédo de FAK ou de seu dominio
C-terminal atenua os efeitos negativos sobre a expressdo de genes estruturais
como Miosina e Desmina decorrente da superexpressao de MEF2C em midcitos

cardiacos.

Para avaliar se a concomitante superexpressdo de FAK e MEF2C em
miocitos cardiacos interfere nos efeitos fenotipicos dessas células, ensaios de

microscopia eletronica de transmissao foram realizados.

4.8.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

Com o objetivo de avaliar a interferéncia da interacado MEF2C/FAK nos
efeitos fenotipicos provocados pela superexpressdo de MEF2C em midcitos
cardiacos, foi realizada concomitante superexpressdo de FAK ou controle GFP,
com o uso de particulas Lentivirais (Lent-FAK, Lent-GFP). As células foram
submetidas a estudos ultra-estruturais com o uso de microscopia eletronica de

transmisséao.

Como resultado, na Figura 47 observamos que as células transduzidas com
Ad-MEF2C + Lent-GFP apresentaram as mesmas alteragdes observadas
anteriormente decorrentes da superexpressdao de MEF2C, como presenca de

regides de cromatina condensada, aumento no nimero e no tamanho de vesiculas
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e desorganizacdo sarcomérica. Por outro lado, nos midcitos cardiacos
transduzidos com Ad-MEF2C + Lent-FAK, observam-se estruturas sarcoméricas
preservadas, reducao qualitativa da presenca de heterocromatina e citoplasma
apresenta-se homogénio, sem grandes quantidades de vesiculas. Em ambos os
grupos observamos alteragdes na morfologia do ndcleo, apresentando lébulos e
regides de invaginagao do envoltério nuclear. Esses dados demonstram que a
superexpressdao de FAK atenua parte das alteragbes morfolégicas diversas

causadas pela superexpressao de MEF2C em miécitos cardiacos.

Ad-MEF2C+ Lent-GFP __Ad-MEF2C+ Lent-FAK

Figura 47 — Elétron-micrografias representativas de midcitos cardiacos de ratos
neonatos em cultura tratados com Ad-MEF2C + Lent-GFP (A) ou Ad-MEF2C +
Lent-FAK (B) por 48h. Em A, observe a morfologia do nucleo (N) com presenca de
heterocromatina (seta branca) e invaginacées no envoltério nuclear (seta preta),
desorganizagdo sarcomérica (*) e presenca de vesiculas fusionadas as
mitocdndrias (cabec¢a de seta). Ja em B, analise o nucleo com menor quantidade
de heterocromatina (seta branca) e presenca de invaginacao (seta preta), bem
como sarcémeros (S) organizados e citoplasma homogéneo (menor quantidade de
vesiculas). V = vesicula; M = mitocdndria. Barras A e B = 5um.
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5 - DISCUSSAO
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5.1. Caracterizacao da interacao MEF2C/FAK

O presente estudo teve como objetivo investigar a interagdo entre o fator de
transcricdo MEF2C e a FAK e suas implicagdes na regulacdo da homeostase dos
miocitos cardiacos. Diante disso, o primeiro objetivo foi definir a estrutura do

complexo MEF2C/FAK.

As primeiras evidéncias da interacdo entre MEF2C e FAK foram descritas
anteriormente em nosso grupo (CARDOSO, 2008), no entanto as caracteristicas
estruturais do complexo MEF2C/FAK bem como a topologia da interacdo néo

haviam sido exploradas.

Os resultados do presente estudo nao apenas confirmam a interacao entre
MEF2C e FAK como também demonstram que a regido de interagdo compreende
as hélices 1 e 4 do dominio FAT da FAK com a regido de interagdo com o DNA do
dimero de MEF2C. Para isso foram utilizados ensaios de rea¢ao cruzada (cross-
linking) associada a espectrometria de massas (CXMS), dindmica molecular,

espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) e mutacéo sitio dirigida.

Ensaios de mutagdo sitio dirigida apresentados neste trabalho
demonstraram que os residuos E937, E970 e D1036 do dominio FAT sao criticos
para interagdo entre as duas proteinas. Esses residuos localizados na superficie

das hélices 1 e 4 da proteina FAT, conferem uma carga negativa a superficie da
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proteina, favorecendo a interagdo com residuos positivos do dominio de ligacéo

ao DNA de MEF2C_95.

A interacéo entre FAK e MEF2C apresentada nesse estudo demonstra um
novo tipo de interacédo e funcdo do dominio FAT. A principal funcé&o na célula do
dominio FAT refere-se a ligagédo e direcionamento da FAK aos pontos de adesao
focal (SHEN e SCHALLER, 1999). O dominio FAT exerce esta fungao via ligagdo com
as proteinas citoplasmaticas paxilina e talina, por sua vez associadas a porgcéo
citoplasmatica das integrinas (HAYASHI et al., 2002). Além disso, também no
dominio FAT, o residuo de tirosina 925 quando fosforilado, cria um motivo do tipo
SH2 para interacdo com a proteina adaptadora Grb2, levando a ativagdo de vias
proliferacdo e crescimento celular através da sinalizagdo pela familia de proteinas
quinase ativadas por mitogenos (MAPK -mitogen-activated protein kinase)
(SCHLAEPFER et al., 1998). Dessa forma, ainda ndo foram descritas interacées do

dominio FAT da FAK com proteinas nucleares.

Em relacao ao MEF2C, existe uma ampla demonstracdo na literatura que a
familia MEF2 liga-se ao DNA na forma de homo ou heterodimero (HAN et al.,
2003; Wu et al., 2010; HE et al., 2011). Baseado em nossos dados de CXMS e nos
dados de SAXS observamos que a proteina MEF2C_95 também interage com a
proteina FAT na forma dimérica, através do dominio de interacdo ao DNA. Essas
evidéncias sugerem que a FAK pode competir com o DNA pelo fator de
transcricado MEF2C, atuando como uma proteina inibidora da ligagcado de MEF2C

ao DNA.
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A regido de MEF2C que interage com a FAK ocorre em uma regido
diferente das proteinas repressoras da atividade de MEF2. Por exemplo, as
proteinas Cabin 1 e as HDACs 4 e 5 reprimem a atividade transcricional de MEF2
por interagirem na face oposta da interagcdo de MEF2 ao DNA e impedir a ligacédo
do co-ativador p300 (Wu et al.,, 2010; HE et al., 2011). A interagcdo proteina-
proteina no sitio de ligagdo de MEF2C ao DNA ainda nao foi descrita na literatura,
sugerindo um novo mecanismo de controle da atividade de MEF2C dependente da

diminuicdo da afinidade de MEF2 ao DNA.

Além disso, a sinalizacao via MAPK que leva a ativacdo de MEF2C ocorre
via fosforilacdo em residuos de serina/treonina tanto nos dominios MADS/MEF2
como no dominio de transativagéo. Diante disso, ensaios de fosforilagcao utilizando
a proteina FAK selvagem com a construcdo 1-169 de MEF2C foram realizados.
No entanto, ndo foi observada a fosforilagdo em residuos de tirosina na proteina
MEF2C_169 (dados nao mostrados). Estudos adicionais utilizando a proteina
MEF2C inteira deverao ser realizados para poder concluir se FAK regula a
atividade de MEF2C através da fosforilacdo em residuos de tirosina. Da mesma
forma, nao foi encontrado dados na literatura a respeito da regulacéo de proteinas
da familia MEF2 por proteinas quinases através da fosforilagdo em residuos de

tirosina.

A regido de MEF2C que interage com FAK é altamente conservada,

apresentando uma homologia maior que 90% entre os membros da familia MEF2,
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sugerindo que a FAK possa interagir e regular também a fungéo transcricional dos

quatro membros da familia MEF2.

Nesse estudo foi realizada e comparada a afinidade da interagédo entre
MEF2C_95 ao dominio FAT e ao DNA. O valor da constante de dissociacao (Kd)
entre a proteina MEF2C_95 e o dominio FAT da FAK demonstrou ser bastante
alto, em torno de 40 nM. Ja o valor de Kd entre MEF2C 95 e o DNA foi de

aproximadamente 190 nM.

Estudos realizados por MEIERHANS et al., 1998, trabalhando com um
fragmento de MEF2C, entre os residuos 1-117, observaram uma afinidade ao
DNA em torno de 110 nM. Estudos com a proteina MEF2A inteira demonstraram,
também por fluorescéncia polarizada, que a proteina MEF2A apresenta uma

afinidade ao DNA préxima de 60 nM (OCTOBRE et al., 2005).

Ou seja, de acordo com nossos dados e os apresentados na literatura,
podemos afirmar que a afinidade entre MEF2C_95 a FAT é aproximadamente 5
vezes maior que a afinidade de MEF2C_95 a sua sequencia consenso de DNA.
Esses resultados reforcam a ideia que a FAK pode competir com o DNA pelo sitio
do dimero de MEF2C, agindo dessa forma como uma proteina inibitoria,
deslocando ou impedindo a ligacdo de MEF2C a sua sequencia especifica no

DNA.
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Nesse trabalho, foi demonstrado utilizando ensaios de gel shift (EMSA)
dados que reforcam a hipdtese que o dominio FAT compete com DNA pela
interacdo com MEF2C. Concentracdes crescentes de FAT diminuem a ligacéo de
MEF2C 95 a sonda de DNA marcada radioativamente. De acordo com esses
dados, podemos concluir que a porcdo FAT da FAK apresenta uma afinidade
maior que a sequencia consenso de DNA pelo fator de transcrigao MEF2C, sendo

o FAT capaz de deslocar a interacdo MEF2C_95/DNA in vitro.

Estudos adicionais foram realizados para avaliar se a interagcéo
FAK/MEF2C, além de diminuir a afinidade ao DNA é capaz de interferir na
atividade transcricional de MEF2C. Para confirmar nossa hipdtese foram
realizados ensaios de gene repdérter contendo quatro sitios consenso de
reconhecimento e ligacao dos fatores de transcricio MEF2. De acordo com
nossos resultados, a superexpressdo de MEF2C foi capaz de ativar em torno de
20 vezes a expressdao do gene repérter de luciferase quando comparado as
células que receberam apenas o gene repdrter. No entanto quando co-expressado
a FAK inteira ou somente a regidao C-terminal, observamos que o aumento foi de 5
vezes. Esse efeito ndo foi observado quando co-expresso o dominio FERM da
FAK. Esses dados demonstraram que a FAK diminui a atividade transcricional de
MEF2C, provavelmente através da interacao inibitéria da regido C-terminal (que

contém o dominio FAT) da FAK, com o dominio de ligagdo de MEF2C ao DNA.
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Todos esses dados demonstram que a interagdo entre FAK e MEF2C é
inibitéria tanto da ligacdo de MEF2C ao DNA quanto da regulacdo da atividade

transcricional de MEF2C.

No entanto ainda ndo sabemos qual a importancia do papel inibitério da
FAK na atividade transcricional de MEF2C. Dados na literatura demonstram que
tanto FAK como MEF2C encontram-se ativados e participam da resposta
hipertréfica do miocito cardiaco quando submetido a estimulos mecanicos
(NADRUZ et al., 2003). Foi demonstrado que a atividade de ligagdo de MEF2C ao
DNA aumenta cerca de 2 a 3 vezes tanto em resposta a sobrecarga de presséo

como em resposta a sobrecarga de volume (MOLKENTIN e MARKHAM, 1993).

Varias evidéncias dao suporte a participagdo dos fatores da familia MEF2
na regulacdo da expressao génica do miocardio em resposta a estimulos
hipertréficos. Estimulos mecanicos em midcitos cardiacos ativam rapidamente os
fatores de transcricaio MEF2 e sua ativacdo precoce coordena a expressao e
ativacdo de genes de resposta imediata e genes relacionados a proteinas
estruturais (NADRUz et al., 2003). De maneira geral, estes resultados indicam a
importancia dos fatores MEF2 na coordenacao do controle génico em resposta a
estimulos mecanicos (NADRUZ et al., 2003; NADRUZ et al., 2004; NADRUZ et al.,

2005).

Por outro lado, alguns dados da literatura vao contra no que diz respeito ao

papel do MEF2 na resposta hipertréfica do midcito cardiaco (Xu et al., 2006; El
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Azzouzi et al., 2010). Estudos demonstraram que as proteinas pertencentes a
familia MEF2 n&o s&o necessarias para a progressao da resposta hipertréfica do
miocito frente a estimulos mecanicos (El Azzouzi et al., 2010). Da mesma forma,
foi demonstrado que a superexpressdo de MEF2A e MEF2C em camundongos
transgénicos esta associada ao aparecimento espontdneo de cardiomiopatia
dilatada. Além disso, esses animais nao desenvolvem hipertrofia em resposta a
estimulos mecanicos (Xu et al., 2006). Nesse contexto, ha evidéncias que a
participacdo dos fatores de transcricdo MEF2 na resposta hipertrofica do miocitos

pode ocorrer de forma indireta.

Uma das inferéncias de MEF2 como um mediador hipertréfico foi feita com
base em semelhangas conhecidas entre os fatores de transcricdio SRF (Serum
Response Factor) e MEF2, ambos pertencentes a familia MADS-box e
responsivos a estimulos de estresse, de desenvolvimento e de mitogéno.
Camundongos transgénicos com superexpressdao de SRF no coragéao
demonstraram um fendétipo de cardiomiopatia hipertréfica (ZHANG et al., 2001).
Além disso, a superexpressdao de SRF em miécitos cardiacos de ratos neonatos
em cultura induziu um fenétipo hipertréfico com aumento na area superficial e de
estruturas sarcoméricas (ZHANG et al., 2001). Por outro lado, a superexpressao de
MEF2A ou MEF2C nesse mesmo modelo de cultura de células, induziu
desorganizagdo sarcomérica e fendtipo alongado dos miécitos compativel com

cardiomiopatia dilatada (XU et al., 2006).
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Nesse mesmo contexto, os fatores MEF2 foram indiretamente implicados
na mediagado da hipertrofia cardiaca através da sua interagdo com os repressores
transcricionais HDAC de classe Il. Segundo os autores, a saida de HDAC4 e
HDACS do nucleo permite o aumento da atividade transcricional de MEF2,
levando a hipertrofia cardiaca (LU et al., 2000). Isso porque camundongos com
delecdo de HDACS5 e 9 desenvolvem exagerada hipertrofia em resposta a
sobrecarga de pressdo (CHANG et al., 2004). No entanto, HDACs de classe I
interagem com uma grande variedade de outros fatores de transcricdo além
MEF2. Portanto a ativacao de vias pro-hipertréfica em animais com delecdo de
HDAC 5 e 9 pode ser mediada pela ativacdo de outros fatores de transcricdo

envolvidos na resposta hipertrofica do miocito cardiaco.

Portanto, alguns estudos demonstram a importancia de MEF2 no
desenvolvimento da hipertrofia, enquanto outros demonstram que a ativacao
desse fator ndo é suficiente para a inducao da hipertrofia. Dessa forma, podemos
concluir que as funcdes dos fatores de transcricdio MEF2 em midcitos cardiacos

apos o desenvolvimento embrionario sdo pouco compreendidas.
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5.2. Avaliacao génica e fenotipica da superexpressao de MEF2C em

miodcitos cardiacos de ratos neonatos

Estudos de ganho de funcao, por meio da superexpressao de MEF2C em
miocitos cardiacos de ratos neonatos, foram realizados para compreender o papel
de MEF2C nessas células. Os efeitos no transcriptoma e no fenétipo foram
avaliados através do uso das técnicas: microarranjo de DNA (Microarray), PCR em
tempo real, western blotting e microscopias de luz, confocal e eletrbnica de

transmissao.

Os resultados do presente estudo demonstraram que midcitos cardiacos
em cultura superexpressando MEF2C apresentam um perfil génico contrario ao
apresentado por midcito cardiaco em crescimento hipertrofico. No ensaio de
microarranjo de DNA foram identificados 1072 genes diferencialmente expressos
(com variagdo minima de * 2 vezes e valor de p<0,05) entre miécitos cardiacos de
ratos neonatos com tratamento com Ad-MEF2C comparados ao controle Ad-BGal.
Desses, 49% apresentaram aumento na expressdo génica contra 51% com
diminuicdo. Os genes foram submetidos a analise quanto aos seus aspectos
funcionais através do programa Ingenuity™. Observou-se que os genes com
expressdao aumentada estao relacionados a replicacdo do DNA e progressao do

ciclo celular. Por outro lado, os genes com expressdo diminuida estao

relacionados a proteinas sarcoméricas e estruturais. E descrito que a progressao
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do fendtipo hipertréfico de miocitos cardiacos é acompanhada com um aumento
na expressao de genes estruturais e principalmente sarcoméricos, com formagéao
e disposicao de novos sarcoOmeros em paralelo, levando ao aumento no tamanho

do miécito (SADOSHIMA e Izumo 1997).

O fendtipo do mibcito cardiaco superexpressando MEF2C avaliado por
microscopia de luz, confocal e eletronica de transmissdo demonstrou um aumento
no numero de células multinucleadas e uma diminuigdo consideravel de estruturas
sarcomeéricas, nao apresentando fendtipo hipertréfico. A presenca de células
binucleadas em miécitos cardiacos € um fenémeno fisioldgico, ocorrendo em torno
de 10% durante os primeiros dias pds-natal (PASUMARTHI et al., 1996). Em nossos
estudos, observou-se que em midcitos cardiacos controle, o0 numero de células
binucleadas é de aproximadamente10-15%. Com o tratamento com Ad-MEF2C
por 48 horas, o numero de miécitos binucleados foi de 40-45%, um aumento
aproximado de trés vezes. O aumento no numero de células multinucleadas esta
relacionado ao aumento na sintese de DNA com presenca de mitose, porém com
auséncia de citocinese (AHUJA et al., 2007). Em nosso estudo, observamos
algumas evidéncias que os mibcitos cardiacos tratados com Ad-MEF2C
apresentam aumento na replicagdo do DNA. Diversos genes identificados
diferencialmente aumentados estdo relacionados ao processo de replicacdo do
DNA. No entanto estudos adicionais serdo realizados para avaliar se ha aumento
na proliferacdo de midcitos ou aumento na sintese de DNA decorrente do

tratamento com Ad-MEF2C.
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As observacoes realizadas nesse estudo baseiam-se nos resultados de
microarranjo de DNA que demonstraram um aumento na transcricdo de genes
envolvidos na sintese de DNA e progressao do ciclo celular e nas alteragbes
fenotipicas do miécito. Baseado nesses dados, podemos sugerir que as alteragdes
morfolégicas do miocito cardiaco com superexpressdao de MEF2C podem ser

decorrentes de um processo de desdiferenciagéo e reativagao do ciclo celular.

Nesse contexto, sabe-se que o midcito cardiaco adulto responde ao
estimulo de estresse por trés maneiras distintas: Hipertrofia; Morte celular e
hiperplasia (BuJA e VELA, 2008). O crescimento no numero de midcitos cardiacos
no coracao de adultos pode ocorrer tanto pela reativagdo do ciclo celular, como
pelo recrutamento e diferenciacdo de células progenitoras, cardiacas ou
circulantes, em midcitos cardiacos funcionais (BuJA e VELA, 2008). Em relacao ao
crescimento do miécito maduro por divisdo celular € necessario um processo de

desdiferenciacao anterior ao processo de divisao celular (ZHANG et al., 2010).

De fato, a replicacdo de midcitos cardiacos apds lesdo do miocardio em
rato ou zebrafish é precedida por evidéncia molecular e/ou morfoldégica de
desdiferenciacdo, como por exemplo, expressdo de marcadores de sintese de
DNA e degeneracao sarcomeérica (OBERPRILLER & OBERPRILLER, 1974; JOPLING et

al, 2010; KikucHI et al, 2010; PORRELLO et al, 2011).

Em nossos estudos com superexpressdao de MEF2C em midcitos cardiacos,

ambas observacoes referentes a expressao de marcadores de sintese de DNA e a

Discussdo

158



degeneracdo sarcomérica foram relatadas, reforcando a hipétese que um
processo de desdiferenciagcdo e uma tentativa de reativacdo do ciclo celular

estejam ocorrendo.

A proteina p38 foi relacionada como um regulador negativo da proliferacéo
de midcitos cardiacos (ENGEL et al., 2005). No entanto, a inibicdo de p38 néo foi
suficiente para resultar na proliferagcdo de cardiomiécitos. Por outro lado o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) foi confirmado como um regulador positivo da
proliferacdo de cardiomidcitos. Estimulagdo de miocitos cardiacos com FGF
resultou no aumento na sintese de DNA sem ocorréncia de proliferagdo. No
entanto, a simultanea inibicdo de p38 e estimulagdo com FGF1 € acompanhada
pela proliferacdo de miocitos cardiacos (ENGEL et al., 2005). Recentemente, foi
relatado que miécitos cardiacos de rato adulto em cultura com estimulagdo com
fator de crescimento de fibroblasto (FGF), sdo capazes de desdiferenciar,
promover a divisdo celular e re-diferenciar em midcito cardiaco funcional (Zhang et
al., 2010). A desdiferenciacdo desses miécitos cardiacos adultos foi acompanhada
pela diminuicdo na expressao proteinas inibidoras do ciclo celular, como p21, p53
e 14-3-3, além da diminuicdo da expressao de proteinas sarcoméricas e aumento
de marcadores de proliferacdo celular, como Ki67, BrdU e histona H3 fosforilada

(Zhang et al., 2010).

Em nosso estudo, a degeneragdo sarcomérica observada por microscopia
confocal e microscopia eletrénica de transmissdo corroboram com os dados

obtidos por microarranjo de DNA, PCR em tempo real e WB, que demonstraram
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uma diminuicdo na expressao de genes sarcoméricos, como miosina, actina e
desmina. E possivel que durante o processo de desdiferenciacdo ocorra repressao
de diversos genes sarcomeéricos, 0 que justificaria a perda consideravel de
estruturas sarcoméricas. Essa repressao génica pode estar associada ao aumento
qualitativo de heterocromatina observada no nucleo de midcitos cardiacos com

superexpressao de MEF2C.

Outra alteracdo fenotipica observada nos midcitos cardiacos com
superexpressao de MEF2C foi o aumento na quantidade de vesiculas
citoplasmaticas e a associagdo dessas vesiculas com mitocéndrias. A natureza
das vesiculas ainda é desconhecida em nosso estudo. Essas vesiculas
associadas a mitocéndrias poderiam ser indicios que essa célula apresenta-se em
processo de autofagia. No entanto morfologicamente o processo de autofagia
apresenta-se de forma diferente, no qual a organela obsoleta é envolta por
membrana, apresentando, portanto duplas ou multiplas membranas (CLARKE,

1990), morfologia ndo observada em nosso material.

Alguns estudos sugerem que essas “vesiculas” tratam-se na verdade de
goticulas de natureza lipidica (Lipid Droplets-LD), que consistem em acumulo de
triacilglicerol. Foram relatadas associacdoes entre essas goticulas lipidicas e
mitocéndrias (BLANCHETTE-MACKIE e Scow, 1983), onde acumulam e transportam
acidos graxos para os locais de 3-oxidagao. A homeostase energética depende de
um balango critico entre a absor¢gdo de acidos graxos (AG) e do consumo por

oxidacao mitocondrial, evitando a acumulagao de intermediarios lipidicos tdxicos
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e/ou lipidios oxidados. O acumulo de LD foi relacionado a disfungdes mitocondriais
(ZEHMER et al., 2009), portanto a formacdo dos LD pode estar relacionada a

protecao e prevencgao da lipotoxicidade celular (WANG et al., 2011).

Apesar de cardiomiécitos normalmente ndo acumularem LD, eles podem
fazé-lo durante o jejum (Suzuki et al 2001), ou em condi¢des patoldgicas, como
isquemia (JODALEN et al 1985;. GREVE et al 1990) e obesidade (MCGAVOCK et al ou
2006 ). No coracéo isquémico, LD acumula principalmente em midcitos cardiacos
presentes na periferia da area infartada (JODALEN et al, 1985;. STRAETER-KNOWLEN
et al 1996), e tem sido sugerido como marcador de isquemia em células viaveis.
De forma geral, baseado em nossos resultados, o aumento no numero de
“vesiculas” e associacdo com mitocondria, em midcitos cardiacos tratados com
Ad-MEF2C, podem ser na verdade acumulo de lipidio intracelular, resultado de
alteracées no balanco energético e na fungcdo mitocondrial. No entanto estudos
adicionais deverao ser realizados para avaliar o estado funcional das mitocéndrias
em miocitos cardiacos tratados com Ad-MEF2C e sua relacdo com a formacéao e

acumulo de LD.
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5.3 Efeitos da interacao entre MEF2C e FAK na homeostase de

miodcitos cardiacos.

Em nossos estudos, a superexpressdao de MEF2C em miécitos cardiacos
de ratos neonatos foi acompanhada por diminuicdo da expressdo de genes
sarcomeéricos associado a desorganizagdo do sarcémero. Essas caracteristicas
associadas ao aumento na expressao de genes relacionado a sintese de DNA e
progressdo do ciclo celular sugerem que MEF2C induz a desdiferenciacdo e

proliferacao celular.

Portanto, para avaliar os efeitos da interagdo MEF2C/FAK nos efeitos
fenotipicos e na expressdo de genes sarcoméricos, foi realizada a concomitante
superexpressdao de MEF2C e FAK (ou dominios) em miécitos cardiacos de ratos
neonatos em cultura. Como resultado observamos que a diminuicdo na expressao
de proteinas sarcoméricas como Miosina e Desmina provocadas pela
superexpressao de MEF2C foi atenuada com a superexpressao de FAK e ainda

mais com a superexpressao do dominio C-terminal da FAK.

O fendtipo dos miécitos cardiacos tratados com Ad-MEF2C + Lent-FAK ou
controle Lent-GFP foi avaliado com a utilizacdo da técnica de microscopia
eletrbnica de transmissado. Observou-se que a superexpressao de FAK impediu a
desorganizacdao sarcomérica nos midcitos cardiacos de ratos neonatos tratados

com Ad-MEF2C quando comparados ao controle com superexpressao de GFP.
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O conjunto de dados demonstra que a superexpressao de FAK impede a
redugdo da expressao de genes sarcomeéricos e a desorganizagcao sarcomerica
provocados pela superexpressao de MEF2C em midcitos cardiacos de ratos
neonatos em cultura. Isso sugere que a interacao inibitéria de FAK com MEF2C
impede a desdiferenciagdo celular promovida pelo superexpressdo de MEF2C

nessa célula.

Foi demonstrada a importancia da familia de fatores de transcricado MEF2
no desenvolvimento embrionario do coragdo, como um regulador de outros fatores
de transcricdo necessarios para a diferenciagdo de cardiomioblastos em
cardiomidcitos (LIN et al., 1997; MCKINSEY et al., 2002). A delecao de MEF2C em
camundongos é acompanhada pela diminuigcdo da expressado de genes estruturais
cardiacos e mortalidade embrionaria (LIN et al., 1997). Camundongos com delecao
de MEF2A morrem subitamente durante o periodo perinatal com dilatacdo do
ventriculo direito e desorganizacdo miofibrilar (NAYA et al., 2002). Os defeitos
estruturais apresentados pelo coragdo dos animais com delecdo de membros da
familia MEF2 sao decorrentes de defeitos na diferenciagdo dos mioblastos em
midcitos cardiacos (LIN et al., 1997). No entanto ainda ndo esta compreendido o
papel dos fatores de transcricdo MEF2 em midcitos cardiacos pds-natal e os
efeitos provocados pela ativacdo de membros da familia MEF2 ap6s o periodo

embrionario.
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Durante o periodo pds-natal, o coragdo de mamiferos apresenta uma
diminuicdo da proliferacdo de midcitos, promovendo o aumento do Orgéao
principalmente por hipertrofia do midcito cardiaco. Portanto nesse periodo s&o
ativadas vias de sinalizagdo intracelular que promovem o desenvolvimento
hipertréfico fisiolégico do midcito cardiaco e concomitante inibigao do ciclo celular

(BUJA e VELA, 2008; ZHANG et al., 2010).

Estudos de nosso laboratério demonstraram a importancia da FAK no
desenvolvimento hipertréfico do midcito cardiaco. Recentemente demonstramos
que a superexpressao da FAK em midcitos cardiacos de ratos neonatos foi
suficiente para promover o crescimento hipertréfico pela ativacao da via PI3K-
AKT-mTOR (SANTOS et al.,, 2011). Animais transgénicos com superexpressao
cardiaca especifica para FAK, com a utilizacdo do promotor a-MHC, sédo capazes
de desenvolver espontaneamente o fenédtipo hipertréfico (CLEMENTE et al., 2011).
Por outro lado, a diminuigcdo da expressdo de FAK no coracdo de camundongos,

com a utilizacdo de siRNAFAK

, impediu o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
adaptativa em resposta a sobrecarga de pressao por coarctacdo da aorta
(CLEMENTE et al., 2007). Além disso, DIMICHELE et al., 2006, demostraram que a
perda da expressao de FAK atenua a resposta hipertréfica dos cardiomiocitos em
resposta a coarctagéo da aorta, incluindo a expressdo de marcadores moleculares

de hipertrofia. Esses dados demonstram que a FAK é necessaria e suficiente para

o desenvolvimento da hipertrofia do midcito cardiaco.
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Ainda mais interessantes sao as funcdées desempenhadas pela regidao C-
terminal da FAK, denominada FRNK (FAK relacionada-ndo-quinase, por nao
possuir os dominios FERM e quinase) expressa de forma independente da FAK.
Estudos recentes em coragdo de ratos neonatos demonstraram que o inicio da
expressao de FRNK enddgena coincide com a parada no ciclo celular do midcito
cardiaco pos-natal (O'NEILL et al., 2012). A superexpressao de FRNK no coracao
embriondrio leva a letalidade associada a redugcdo na proliferacao de
cardiomiocitos. Isso sugere que o aumento de FRNK pods-natal promove a
quiecéncia na proliferagdo do miécito (O'NEILL et al., 2012). Por outro lado, a
deplecdo de FRNK em midcitos cardiacos de camundongos promove um aumento
na sintese de DNA no 10° dia pds-natal, acompanhado por: aumento na ploidia,
multinucleacdo celular, marcagdes positivas de citocinese e divisdo celular sem
evidéncias de apoptose (O'NEILL et al., 2012). Alem disso, os coragbes desses
animais com deplecdo de FRNK desenvolveram alargamento ventricular em
decorréncia do crescimento por proliferacdo dos miécitos (hiperplasia) em vez de
hipertrofia (O'NEILL et al., 2012). Estes dados indicam que a FRNK enddgena tem
papel importante na homeostase do miécito, regulando a sintese de DNA e a

divisao celular no miocardio p6s-natal.

A interacao entre a FAK e o fator de transcricao MEF2C é mediada pelo
dominio FAT (localizado na regido C-terminal da FAK e também presente na
proteina FRNK). Além disso, fisiologicamente, durante os primeiros dias do

desenvolvimento pds-natal do coracdo, os miécitos cardiacos apresentam baixos
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indices de proliferagdo, apresentando o crescimento por hipertrofia dos midcitos
cardiacos. Portanto, podemos sugerir que o papel da FAK (mediada pela regido C-
terminal) e da FRNK, seja promover a inibicdo de membros da familia MEF2,
evitando a desdiferenciagdo celular promovendo dessa forma a hipertrofia do

midcito cardiaco pos-natal e o crescimento fisiolégico do coragao.
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Nossos achados demonstram um novo mecanismo de regulagdo da
atividade transcricional de MEF2C que ocorre por meio de uma interacgéo inibitéria
entre o dominio FAT da FAK e o dominio de ligacdo ao DNA do dimero de
MEF2C. O conjunto de dados demonstra que a ativagcao do fator de transcrigéo
MEF2C em miécitos cardiacos de ratos neonatos induz a desdiferenciacéo e
ativacdo de mecanismos de progressdo do ciclo celular e que a FAK impede
esses efeitos através da interagéo inibitéria no dominio de ligacdo de MEF2C ao
DNA

Baseado em dados da literatura e em nossas observagdes propomos um
modelo (Figura 48) do processo de diferenciacdo do midcito cardiaco durante o
periodo embrionario e a progressao do midcito cardiaco fetal durante os primeiros
dias pos-natal. No modelo estdo representadas as proteinas ativadoras do
processo de diferenciagdo, como MEF2C, Tbx5, Nkx2.5, GATA-4 e Rb. Nessa
fase, a ativacdo de FAK, Src e p38a impede a progressdao da diferenciacéo,
mantendo as células no estado indiferenciado. Ja no desenvolvimento do midcito
cardiaco fetal pode ocorrer diversos processos que inclui a multinucleacao,
desdiferenciacédo, crescimento por hiperplasia (proliferacdo) e hipertrofia. Nesse
trabalho, observou-se que a ativacao do fator de transcricado MEF2C em midcitos
cardiacos de ratos neonatos, favorece os processos de multinucleacdo e
desdiferenciagcdo nao sendo observado o fendtipo hipertrofico. Por outro lado, foi
demonstrado que a FAK participa de forma critica para o desenvolvimento

hipertréfico do miécito cardiaco.
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Célula cardiaca embrionaria

Midcito cardiaco fetal

Multinucleacao Desdiferenciacéao _ _
Proliferacao Hipertrofia

Desdiferenciacao A Hipertrofia

Figura 48 — Modelo proposto da diferenciacdo do miécito cardiaco fetal, da
progressao durante os primeiros dias pds-natal e as proteinas envolvidas.
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As proteinas MEF2C_95 e FAK_FAT foram purificadas, incubadas (1:2
FAT:MEF2 mol/mol) sob agitagdo por 16 horas, 4°C e submetidas a gel filtracdo
em cromatografia utilizando coluna superdex 75 16 60, fluxo 0,3ml/min em tamp&o
50mM Tris HCI pH 7,5; 50mM NaCl; 2mM DTT. O pico correspondente a elui¢cao
do complexo foi concentrado em concentradores Amicon™ (Millipore) a uma
concentragao final de aproximadamente 10 mg/ml. Posteriormente o complexo
MEF2C_95/FAT foi submetido a ensaios de cristalizacao realizados no Laboratoério
Automatizado de Cristalizacdo de Macromoléculas (RobolLab) do Laboratério
Nacional de Biociéncias (LNBio). O método utilizado foi de difusdo de vapor de
gota sentada (sitting drop) utilizando 1 pL de proteina e 1 pL de solugdo do

reservatorio das placas de cristalizacao.

Apbs 10 dias, observamos a formagéo de cristais na condigdo 100mM Bis-
Tris Propano pH 7.0; 2500mM Sulfato de Amoénio (Figura 49_A). Esses cristais
foram submetidos ao feixe de raio X na linha de cristalografia de proteinas do
Laborat6rio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) DO3BMX1. Ao cristal foi adicionada
uma solucao crioprotetora de 20% de etilenoglicol para evitar a formacao de
cristais de gelo. Os cristais difrataram em baixa resolugdo (maximo 7 A) o que ndo
permitiu a resolu¢ao da estrutura do complexo. Um desses cristais foi submetido a
eletroforese SDS-PAGE para avaliar se o cristal tratava mesmo do complexo
MEF2C_95/FAT. Conforme podemos observar na figura 49_B, ha a presenca de

duas bandas correspondentes a massa molecular esperada das proteinas.
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A partir das condi¢6es de cristalizacao foi realizado o refinamento, variando
pH e concentracdo de sal. Ap6s o refinamento observou-se uma melhora no
tamanho dos cristais, em pH 5,5, como indicado na Figura 49_C. Esses cristais
estdo em processos de refinamento, para obtengao de cristais maiores, em menor

namero e reprodutiveis.

‘ Difracio: 7 A

REFINAMENTO

- -
Robo: + 2000 condic¢oes
s e FAK_FAT
— - TFFoC - iy
| 2v95 Manual: 500 condicoes

Em Andamento

Figura 49 - Cristalizacdo do complexo MEF2C 95/FAT. A) e C) Fotos
representativas dos cristais do complexo. B) Gel SDS-PAGE do cristal em A
demonstrando a presenga das duas proteinas no cristal.
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Lista completa dos genes diferencialmente expressos (com variacdo
minima de + 2 vezes e valor de p<0,05) entre AAMEF2C e AdBGal, classificados
em ordem alfabética.

Gene ID GENE Descricao Diferenca

10762740 | OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 2,038
10932917 | PFKFB1 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 2,783
10850015 | LOC100360676 a disintegrin and metallopeptidase domain 33 (predicted)-like -2,075
10702660 | AKAPI2 A kinase (PRKA) anchor protein 12 -2,055
10762792 | ACACB acetyl-CoA carboxylase beta -2,807
10731047 | ABLIM1 actin binding LIM protein 1 -2,217
10795736 | ACTN2 actinin, alpha 2 -2,286
10841348 | ACSS2 acyl-CoA synthetase short-chain family member 2 -2,256
10726371 | ADAM12 ADAM metallopeptidase domain 12 -3,008
10915933 | ADAMTSI15 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 15 -2,156
10869737 | ADAMTSLI ADAMTS-like 1 -2,717
10834670 | ADAMTSL2 ADAMTS-like 2 -4,204
10833985 | ADAMTSLA4 ADAMTS-like 4 -2,094
10767771 | ADORA1 adenosine A1 receptor -2,253
10701825 | ADAT2 adenosine deaminase, tRNA-specific 2 2,060
10817943 | AMPD1 adenosine monophosphate deaminase 1 2,009
10709880 | AMPD3 adenosine monophosphate deaminase 3 -2,479
10870261 | AK4 adenylate kinase 4 2,364
10906643 | AMIGO2 adhesion molecule with Ig-like domain 2 3,042
10857430 | ARL6IPS ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein 5 -2,582
10775805 | ART3 ADP-ribosyltransferase 3 -3,469
10866507 | ART4 ADP-ribosyltransferase 4 (Dombrock blood group) -2,376
10781207 | ADRAIA adrenergic, alpha-1A-, receptor -4,360
10892330 | AHNAK2 AHNAK nucleoprotein 2 -2,412
10745095 | ALDOC aldolase C, fructose-bisphosphate -3,564
10884292 | AGMO alkylglycerol monooxygenase -3,120
10905819 | A4GALT alpha 1,4-galactosyltransferase -2,888
10804945 | ALPK2 alpha-kinase 2 -4,201
10856888 | ALMSI1 Alstrom syndrome 1 2,087
10749681 | ALYREF Aly/REEF export factor 2,008
10835654 | ANGPTL2 angiopoietin-like 2 -3,593
10813969 | ANKH ankylosis, progressive homolog (mouse) -2,079
10832715 | ANK3 ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G) -2,001
10937709 | ASB11 ankyrin repeat and SOCS box containing 11 -3,072
10938488 | ASB12 ankyrin repeat and SOCS box containing 12 -2,364
10891888 | ASB2 ankyrin repeat and SOCS box containing 2 -5,070
10820108 | ANKRD32 ankyrin repeat domain 32 2,344
10848042 | ANO3 anoctamin 3 3,808
10726408 | MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 2,266
10901538 | LOC100310874 antisense RNA overlapping MCH 2,302
10779811 | APEX1 APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1 2,220
10921380 | APOBEC2 apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 2 -2,560
10708011 | AEN apoptosis enhancing nuclease 2,100
10855701 | AQPI aquaporin 1 (Colton blood group) -2,804
10864848 | ALOX5 arachidonate 5-lipoxygenase 2,013
10772863 | ARAP2 ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH domain 2 2,448
10802023 | ARSI arylsulfatase family, member I -2,589
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10877540 | LOC100361323 astrotactin 2-like -2,173
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit C1
10746583 | ATP5GI (subunit 9) -2,461
10770996 | ATP51 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit E -2,196
10903864 | ATAD2 ATPase family, AAA domain containing 2 3,061
10736557 | ATADS ATPase family, AAA domain containing 5 4,306
10758555 | ATP2A2 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 -2,122
10939958 | ATP11C ATPase, class VI, type 11C 2,068
10831152 | ATP6V1G2 ATPase, H+ transporting, lysosomal 13kDa, V1 subunit G2 2,211
10769998 | ATP1A2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide -2,439
ATP1A3 (includes
10719728 | EG:232975) ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 3 polypeptide -5,679
10769476 | ATP1B1 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide -2,100
10853347 | ABCB4 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 4 23,217
10866724 | ABCC9 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9 -2,890
10829082 | ABCGl1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 -2,255
10855862 | ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 4,501
10734853 | AURKB aurora kinase B 2,709
10727683 | BBS1 Bardet-Biedl syndrome 1 2,008
10822864 | BBS7 Bardet-Biedl syndrome 7 3,308
10857610 | BHLHE40 basic helix-loop-helix family, member e40 -2,694
10721834 | BAX BCL2-associated X protein 2,148
10935890 | BGN biglycan -2,234
10840138 | BMP2 bone morphogenetic protein 2 2,059
10935038 | BEX4 brain expressed, X-linked 4 2,875
10765293 | Brp44 brain protein 44 -2,182
10718102 | BRP44L brain protein 44-like -2,115
10928684 | BARD1 BRCAI associated RING domain 1 2412
10745850 | BRIP1 BRCALI interacting protein C-terminal helicase 1 3,944
10747640 | BRCA1 breast cancer 1, early onset 2,888
10759805 | BRCA2 breast cancer 2, early onset 3,462
10889965 | BAZ1A bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1A 2,571
10828364 | BRD2 bromodomain containing 2 2,045
10752758 | BTG3 BTG family, member 3 2,482
BUBI (includes
10849737 | EG:100307076) budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (yeast) 2,716
10838647 | BUBIB budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta (yeast) 2,818
10909442 | CIQTNF5 Clq and tumor necrosis factor related protein 5 -3,866
10808274 | CDH13 cadherin 13, H-cadherin (heart) -2,675
10783607 | CDH24 cadherin 24, type 2 2,214
10807525 | CDH3 cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental) -3,036
10846762 | CALCRL calcitonin receptor-like 3,243
10912917 | CACNA2D2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2 -4,003
10845306 | CACNB4 calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit 2,443
10746327 | CACNAIG calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G subunit -4,802
10741422 | CACNAIH calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit -2,185
10769959 | CASQ1 calsequestrin 1 (fast-twitch, skeletal muscle) -2,241
10817881 | CASQ2 calsequestrin 2 (cardiac muscle) -2,238
10838745 | CASCS cancer susceptibility candidate 5 3,391
carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and
10888872 | CAD dihydroorotase 2,760
10822242 | CA3 carbonic anhydrase III, muscle specific -2,703
10705034 | CEACAM4 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 4 -2,094
10906302 | CPT1B carnitine palmitoyltransferase 1B (muscle) -2,482
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10721563 | CPTIC carnitine palmitoyltransferase 1C 2,147
10791652 | CASP3 caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase 2,224
10868007 | CASP8AP2 caspase 8 associated protein 2 2,620
10857663 | CAV3 caveolin 3 -3,116
10887901 | CEBPZ CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), zeta 2,140
10812775 | CD180 CD180 molecule -2,074
10751091 | CD200 CD200 molecule -2,925
10923799 | CD28 CD28 molecule -2,151
10766869 | CD34 CD34 molecule -2,590
10777232 | CD38 CD38 molecule -3,491
CDS80 (includes
10754176 | EG:12519) CD80 molecule 3,528
10788125 | CDKN2AIP CDKNZ2A interacting protein 2,568
10802416 | CIDEA cell death-inducing DFFA-like effector a -2,364
10803824 | CDC25C cell division cycle 25 homolog C (S. pombe) 2,634
10755992 | CDC45 cell division cycle 45 homolog (S. cerevisiae) 2,204
CDCE6 (includes
10738118 | EG:23834) cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae) 4,334
CDCT7 (includes
10775231 | EG:12545) cell division cycle 7 homolog (S. cerevisiae) 2,455
10784729 | CDCA2 cell division cycle associated 2 2,688
10728440 | CDCAS cell division cycle associated 5 2,578
10836945 | Cdca7 cell division cycle associated 7 3,787
10887802 | CDCA7L cell division cycle associated 7-like 2,125
10869695 | CNTLN centlein, centrosomal protein 2,246
10710179 | CCP110 centriolar coiled coil protein 110kDa 2,595
10819145 | CENPE centromere protein E, 312kDa 2,324
10934891 | CENPI centromere protein I 3,248
10784074 | CENPJ centromere protein J 2,213
10812823 | CENPK centromere protein K 3,567
10765044 | CENPL centromere protein L 2,144
10810703 | CENPT centromere protein T 2,337
10776370 | CEP135 centrosomal protein 135kDa 2,568
10895167 | CEP290 centrosomal protein 290kDa 2,337
10788016 | CEP44 centrosomal protein 44kDa 2,212
10715107 | CEP5S5 centrosomal protein 55kDa 2,130
10914923 | CEP57 centrosomal protein 57kDa 2,004
10702505 | CEP72 centrosomal protein 72kDa 2,969
10799622 | CDNF cerebral dopamine neurotrophic factor -2,036
10937725 | FIGF c-fos induced growth factor (vascular endothelial growth factor D) -3,409
10916110 | CHEK1 checkpoint kinase 1 3,383
10736712 | CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 -5,297
10924780 | CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 -2,237
10736702 | CCL7 chemokine (C-C motif) ligand 7 -2,478
CXCL12 (includes
10858165 | EG:20315) chemokine (C-X-C motif) ligand 12 -3,680
10925291 | CXCR7 chemokine (C-X-C motif) receptor 7 -2,883
10764069 | CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) -2,226
10926642 | CLICS chloride intracellular channel 5 -3,094
10854544 | CHRM2 cholinergic receptor, muscarinic 2 -2,544
10931498 | CHAF1A chromatin assembly factor 1, subunit A (p150) 3,039
10750391 | CHAF1B chromatin assembly factor 1, subunit B (p60) 2,021
10808536 | CDT1 chromatin licensing and DNA replication factor 1 4,174
10769441 | Clorf112 chromosome 1 open reading frame 112 3,483
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10874860 | Clorf170 chromosome 1 open reading frame 170 -2,928
10858160 | C100rf10 chromosome 10 open reading frame 10 -3,355
10726604 | C100rf125 chromosome 10 open reading frame 125 -2,163
10790352 | C10orf71 chromosome 10 open reading frame 71 -3,712
10723689 | Cllorf82 chromosome 11 open reading frame 82 4,750
10780491 | C14orf21 chromosome 14 open reading frame 21 2,016
10884826 | C140rf28 chromosome 14 open reading frame 28 3,063
10708099 | C150rf42 chromosome 15 open reading frame 42 3,345
10917916 | C150rf60 chromosome 15 open reading frame 60 -2,093
10738538 | C170rf53 chromosome 17 open reading frame 53 2,033
10750688 | C3orf26 chromosome 3 open reading frame 26 3,149
10818946 | C4orf21 chromosome 4 open reading frame 21 2,423
10816014 | C4orf46 chromosome 4 open reading frame 46 4,570
10813191 | C5orf34 chromosome 5 open reading frame 34 3,900
10813510 | C50rf42 chromosome 5 open reading frame 42 2,556
10926390 | C60rf108 chromosome 6 open reading frame 108 2,927
10855472 | C7orf46 chromosome 7 open reading frame 46 2,115
10794353 | C9ort89 chromosome 9 open reading frame 89 -2,801
10918600 | CGNLI cingulin-like 1 -2,152
10872057 | CLSPN claspin 2,457
10782020 | CLDN10 claudin 10 2,185
10818708 | F3 coagulation factor III (thromboplastin, tissue factor) -2,705
10788180 | CCDC111 coiled-coil domain containing 111 2,172
10833470 | CCDC138 coiled-coil domain containing 138 2,243
10775084 | CCDC18 coiled-coil domain containing 18 2,001
10838373 | CCDC34 coiled-coil domain containing 34 2,186
10818606 | CCDC76 coiled-coil domain containing 76 -3,551
10907992 | CCDC82 coiled-coil domain containing 82 2,102
10832482 | CHCHD10 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 10 -2,249
10896263 | CTHRC1 collagen triple helix repeat containing 1 -2,596
COLI1ALI (includes
10737532 | EG:1277) collagen, type I, alpha 1 -2,309
10923052 | COL3A1 collagen, type 111, alpha 1 -2,260
10929396 | Col4a4 collagen, type IV, alpha 4 -2,403
10929766 | COL6A3 collagen, type VI, alpha 3 -2,167
10750685 | COL8A1 collagen, type VIII, alpha 1 -2,756
10896558 | COL14Al collagen, type XIV, alpha 1 -2,200
10829378 | COL18A1 collagen, type XVIII, alpha 1 -2,075
colony stimulating factor 2 receptor, beta, low-affinity (granulocyte-
10897428 | CSF2RB macrophage) -2,610
10931717 | C3 complement component 3 -2,138
10821666 | C7 complement component 7 -2,751
10861171 | CTTNBP2 cortactin binding protein 2 3,242
10862677 | CRHR2 corticotropin releasing hormone receptor 2 -2,498
10892265 | CKB creatine kinase, brain -2,811
10704831 | CKM creatine kinase, muscle -4,133
10865960 | CLEC2A C-type lectin domain family 2, member A -2,343
10859108 | Clec2d (includes others) | C-type lectin domain family 2, member d -2,035
10822852 | CCNA2 cyclin A2 2,864
10727260 | CCND1 cyclin D1 -2,676
10721176 | CCNE1 cyclin E1 5,017
10867614 | CCNE2 cyclin E2 5,909
10741028 | CCNF cyclin F 2,652
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10894857 | CDK17 cyclin-dependent kinase 17 2,279
10899901 | CDK2 cyclin-dependent kinase 2 2417
10722241 | CSRP3 cysteine and glycine-rich protein 3 (cardiac LIM protein) -5,210
10887615 | CRIP2 cysteine-rich protein 2 -3,499
10808377 | Crispld2 cysteine-rich secretory protein LCCL domain containing 2 2,174
10726114 | COX6A2 cytochrome ¢ oxidase subunit VIa polypeptide 2 -2,095
10726669 | Cox8b cytochrome c oxidase, subunit VIIIb -4,186
10887947 | CYPIB1 cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1 -2,738
10805986 | CIAPIN1 cytokine induced apoptosis inhibitor 1 -2,285
10912908 | CISH cytokine inducible SH2-containing protein -2,7197
10710026 | CKAP2 cytoskeleton associated protein 2 4,098
10793675 | Ctla2a cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 alpha -3,733
10785867 | DZIP1 DAZ interacting protein 1 3,189
DBF4 (includes
10860584 | EG:10926) DBF4 homolog (S. cerevisiae) 2,316
10791604 | DCTD dCMP deaminase 3,058
10763428 | DDX6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 6 2,460
10925839 | DDX11/DDX12P DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box helicase 11 3,200
10895075 | DCN decorin -2,371
10936377 | DOCK11 dedicator of cytokinesis 11 3,197
10903790 | DSCC1 defective in sister chromatid cohesion 1 homolog (S. cerevisiae) 2,860
10836588 | DHRS9 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 -2,152
10794453 | DEK DEK oncogene 2,453
10770728 | DTL denticleless E3 ubiquitin protein ligase homolog (Drosophila) 4,033
10776026 | DCK deoxycytidine kinase 6,183
10765280 | DPT dermatopontin -2,432
10924507 | DES desmin -2,753
10785479 | DIAPH3 diaphanous homolog 3 (Drosophila) 2,049
10724967 | DKK3 dickkopf 3 homolog (Xenopus laevis) -2,039
10812456 | DHFR dihydrofolate reductase 3,072
10917245 | DLAT dihydrolipoamide S-acetyltransferase -2,055
10812886 | DIMT1 DIM1 dimethyladenosine transferase 1 homolog (S. cerevisiae) 2,200
10785565 | DIS3 DIS3 mitotic control homolog (S. cerevisiae) 2,451
10782956 | DLGAPS5 discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 5 2,073
10915437 | DNMT1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 3,120
10892939 | Prim1 DNA primase, p49 subunit 2,596
10829840 | DNA2 DNA replication helicase 2 homolog (yeast) 3,567
10853110 | DNAJC2 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 2 2,637
10779162 | DNAJC9 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 9 2,331
10778486 | DDC dopa decarboxylase (aromatic L-amino acid decarboxylase) -3,197
10824091 | DCLK2 doublecortin-like kinase 2 2,619
10753172 | DONSON downstream neighbor of SON 3,677
DSNI1 (includes
10851251 | EG:100002916) DSN1, MIND kinetochore complex component, homolog (S. cerevisiae) 2,570
10732652 | DUSP1 dual specificity phosphatase 1 -2,022
10792035 | DUSP4 dual specificity phosphatase 4 -3,109
10767503 | DYRK3 dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 3 2,136
10856797 | DYSF dysferlin, limb girdle muscular dystrophy 2B (autosomal recessive) -2,374
10872069 | LOC100294508 dyslexia susceptibility 2-like -2,532
10822258 | E2F5 E2F transcription factor 5, p130-binding 2,214
10895344 | E2F7 E2F transcription factor 7 3,317
10722247 | E2F8 E2F transcription factor 8 4,378
10938540 | EDA2R ectodysplasin A2 receptor 2,167
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10774638 | EFEMP1 EGF containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 -5,455
10889923 | EGLN3 egl nine homolog 3 (C. elegans) -2,348
10848733 | EHD4 EH-domain containing 4 2,111
10757726 | ELN elastin -2,602
10888953 | EMILIN1 elastin microfibril interfacer 1 -2,250
10813152 | EMB embigin 2,202
10797857 | EDN1 endothelin 1 -2,062
10862338 | EZH2 enhancer of zeste homolog 2 (Drosophila) 2,704
10744081 | EFNB3 ephrin-B3 -3,088
10822558 | ECT2 epithelial cell transforming sequence 2 oncogene 2,060
10746387 | EPN3 epsin 3 -2,299
10715519 | ERLIN1 ER lipid raft associated 1 2,223
10746416 | EMEIL essential meiotic endonuclease 1 homolog 1 (S. pombe) 2,753
10852464 | EEF1A2 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 -2,246
10778579 | ETAA1 Ewing tumor-associated antigen 1 2,061
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
10938719 | ERCC6L complementation group 6-like 3,648
EXO1 (includes
10765996 | EG:26909) exonuclease 1 2,968
ERII (includes
10788497 | EG:361159) exoribonuclease 1 2,562
10835396 | EXOSC2 exosome component 2 2,411
10823184 | EXOSC8 exosome component 8 2,895
10899499 | ESPL1 extra spindle pole bodies homolog 1 (S. cerevisiae) 2,447
10765600 | F11R F11 receptor -2,076
10744995 | FAM101B family with sequence similarity 101, member B 2,111
10714106 | FAM111A family with sequence similarity 111, member A 2,089
10939805 | FAM122B family with sequence similarity 122B 2,904
10936823 | FAM133B family with sequence similarity 133, member B 2,469
10813949 | FAM134B family with sequence similarity 134, member B -2,783
10843935 | FAM163B family with sequence similarity 163, member B -2,240
10812656 | FAM169A family with sequence similarity 169, member A 3,107
10837310 | FAM171B family with sequence similarity 171, member B 2,058
10771360 | FAM175A family with sequence similarity 175, member A 2,231
10741629 | FAM195A family with sequence similarity 195, member A -2,700
10844283 | FAM78A family with sequence similarity 78, member A -2,108
10811768 | FANCA Fanconi anemia, complementation group A 3,001
10937691 | FANCB Fanconi anemia, complementation group B 3,059
10857838 | FANCD2 Fanconi anemia, complementation group D2 3,230
10714890 | FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6) 2,122
10780393 | FITM1 fat storage-inducing transmembrane protein 1 -2,787
10713857 | FADS1 fatty acid desaturase 1 -3,166
10918342 | Fbx122 F-box and leucine-rich repeat protein 22 -6,164
10903896 | FBX032 F-box protein 32 -2,209
10751393 | FBX040 F-box protein 40 -4,468
10717779 | FBXOS5 F-box protein 5 2,521
10769788 | FCGR2A Fc fragment of IgG, low affinity Ila, receptor (CD32) -2,027
10769771 | FCGR2B Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor (CD32) -2,130
10718111 | LOC683722 Fgfrl oncogene partner 2,157
10860231 | FGL2 fibrinogen-like 2 -2,063
10804127 | FGF1 fibroblast growth factor 1 (acidic) -3,899
10934569 | FGF16 fibroblast growth factor 16 -2,879
10764050 | FMOD fibromodulin -4,339
10723284 | FSD2 fibronectin type IIl and SPRY domain containing 2 -5,124
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10702913 | FNDC1 fibronectin type III domain containing 1 -2,103
10857278 | FBLN2 fibulin 2 -3,686
10891780 | FBLNS fibulin 5 -2,067
10881124 | FBLIM1 filamin binding LIM protein 1 -2,208
10831940 | FKBP5 FK506 binding protein 5 2,140
10733102 | FLT4 fms-related tyrosine kinase 4 -2,707
10927692 | FHL2 four and a half LIM domains 2 -2,102
10706509 | Fvl Friend virus susceptibility 1 3,054
10853469 | FZD1 frizzled family receptor 1 -2,466
10701817 | FUCA2 fucosidase, alpha-L- 2, plasma -2,379
10720878 | FXYDI1 FXYD domain containing ion transport regulator 1 -2,518
10760663 | GPR146 G protein-coupled receptor 146 -2,481
10866410 | GPR19 G protein-coupled receptor 19 2,279
10809216 | GPR56 G protein-coupled receptor 56 -3,504
10770807 | GOS2 GO0/Glswitch 2 -2,624
10898382 | GTSE1 G-2 and S-phase expressed 1 2914
10915843 | GLB1L2 galactosidase, beta 1-like 2 -2,482
10742171 | GABRALI gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 1 2,672
10732824 | GABRB2 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, beta 2 2,499
10830189 | GJAL gap junction protein, alpha 1, 43kDa -2,371
10852378 | GATAS GATA binding protein 5 -2,019
10889199 | GENI1 Gen endonuclease homolog 1 (Drosophila) 3,241
10809122 | GINS3 GINS complex subunit 3 (Psf3 homolog) 2,343
10789052 | GINS4 GINS complex subunit 4 (SId5 homolog) 2,155
10835037 | GLEI (includes EG:2733) | GLE1 RNA export mediator homolog (yeast) 2,016
10771049 | GLMN glomulin, FKBP associated protein 2,086
10864121 | GRIP2 glutamate receptor interacting protein 2 -2,267
10831849 | GRM4 glutamate receptor, metabotropic 4 -2,362
10733680 | GPX3 glutathione peroxidase 3 (plasma) -2,538
10926958 | GSTA1L glutathione S-transferase alpha 1 -2,482
10825915 | GSTM1 glutathione S-transferase mu 1 -2,630
10855449 | GPNMB glycoprotein (transmembrane) nmb -2,081
10932459 | GLODS glyoxalase domain containing 5 -2,999
10842657 | Gnas (rat) GNAS complex locus -3,821
10826082 | GPSM2 G-protein signaling modulator 2 2,210
10848281 | GREM1 gremlin 1 -2,005
10918586 | GCOM1 GRINL1A complex locus 1 -3,307
10741208 | GFER growth factor, augmenter of liver regeneration 2,053
10800122 | Grebll growth regulation by estrogen in breast cancer-like 2,966
10729314 | GDA guanine deaminase -2,654
guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha activating activity
10809428 | GNAO!1 polypeptide O -3,007
10790002 | GNL3 guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar) 2,242
10783868 | GMPR2 guanosine monophosphate reductase 2 2,034
10726991 | H19 H19, imprinted maternally expressed transcript (non-protein coding) -3,755
10909480 | H2AFX H2A histone family, member X 2,538
10728697 | H3F3C H3 histone, family 3C 2,646
10773553 | HAUS3 HAUS augmin-like complex, subunit 3 2,738
10783572 | HAUS4 HAUS augmin-like complex, subunit 4 2,393
10720745 | LOC100362495 HAUS augmin-like complex, subunit 5 2,426
10799087 | HEATR1 HEAT repeat containing 1 2,082
10761128 | HSPB1 heat shock 27kDa protein 1 -2,349
10917290 | HSPB2 heat shock 27kDa protein 2 -2,554

Apéndice Il

212




10821389 | HSPB3 heat shock 27kDa protein 3 -2,738
10873732 | HSPB7 heat shock 27kDa protein family, member 7 (cardiovascular) -3,602
10892184 | HSP9OAAL heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1 2,033
HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase family member
10862765 | HERC6 6 2,692
10914424 | HHATL hedgehog acyltransferase-like -4,059
10715200 | HELLS helicase, lymphoid-specific 3,980
10741302 | HNIL hematological and neurological expressed 1-like 2,012
10717014 | HEBP2 heme binding protein 2 2,001
10817547 | HFE2 hemochromatosis type 2 (juvenile) -2,583
10741756 | HBAI/HBA2 hemoglobin, alpha 1 -5,620
10720829 | Hamp hepcidin antimicrobial peptide -4,645
10863430 | HK2 hexokinase 2 -2,922
Hmgbl1 (includes
10812015 | EG:25459) high mobility group box 1 4,847
10750876 | HMGB2 high mobility group box 2 3,270
10880408 | Hmgn2 (includes others) | high mobility group nucleosomal binding domain 2 2,044
10706792 | HRC histidine rich calcium binding protein -3,000
10836815 | HATI histone acetyltransferase 1 2,130
10795203 | HISTIHIA histone cluster 1, Hla 2,746
10798507 | HISTIH2AD histone cluster 1, H2ad 2,264
HIST1H2AG (includes
10795196 | others) histone cluster 1, H2ag 2,298
10733938 | HISTIH2BB histone cluster 1, H2bb 2,527
10798475 | HISTIH2BJ/HIST1H2BK | histone cluster 1, H2bk 3,267
10817539 | HIST2H2BF histone cluster 2, H2bf 2,317
HIST2H3C (includes
10825144 | others) histone cluster 2, H3c 2,088
10795297 | Hist2h4 (includes others) | histone cluster 2, H4 3,386
10741804 | HMP19 HMP19 protein -4,400
10711566 | HTRALI HtrA serine peptidase 1 -2,421
10812399 | HAPLNI hyaluronan and proteoglycan link protein 1 -2,233
10722897 | HAPLN3 hyaluronan and proteoglycan link protein 3 2,031
10770795 | HSD11Bl1 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1 -4,019
10752535 | RGD1308065 hypothetical LOC287935 2,232
10818958 | LOC100363957 hypothetical protein LOC100363957 3,977
10744597 | LOC691995 hypothetical protein LOC691995 -2,209
10913186 | IMPDH2 IMP (inosine 5'-monophosphate) dehydrogenase 2 2,343
10924593 | INHA inhibin, alpha -5,130
10777958 | Inpp5j inositol polyphosphate 5-phosphatase J -2,481
10894695 | IGF1 insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) -4,310
10928837 | IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 -2,353
10934394 | ITGB1BP2 integrin beta 1 binding protein (melusin) 2 -3,253
10799684 | ITGAS8 integrin, alpha 8 -2,361
10782187 | ITGBL1 integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat domains) -3,360
10712171 | IFITM1 interferon induced transmembrane protein 1 -2,078
10834109 | ILIRN interleukin 1 receptor antagonist -2,147
10922857 | ILIRL1 interleukin 1 receptor-like 1 -5,151
10937292 | IL13RA2 interleukin 13 receptor, alpha 2 -2,350
10714745 | 1L33 interleukin 33 -2,269
10753784 | IFT57 intraflagellar transport 57 homolog (Chlamydomonas) 2,225
10796838 | IRX4 iroquois homeobox 4 -2,534
10915910 | JAM3 junctional adhesion molecule 3 2,021
10836606 | KBTBD10 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 10 -2,199
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10857423 | KBTBD8 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 8 2,370
10911745 | KLHL31 kelch-like 31 (Drosophila) -2,040
10752205 | KLHL6 kelch-like 6 (Drosophila) -2,123
10747262 | Krt19 keratin 19 -3,330
10907524 | KRT8 keratin 8 -2,740
10911010 | KIAA0101 KIAA0101 3,583
10868416 | KIAA1045 KIAA1045 -2,644
10723383 | KIAA1199 KIAA1199 -5,479
10914833 | KIAA1377 KIAA1377 3,132
10753839 | KIAA1524 KIAA1524 2,540
10915071 | KIAA1731 KIAA1731 3,155
10938849 | KIAA2022 KIAA2022 2,704
10715078 | KIF11 kinesin family member 11 2,498
10914481 | KIF15 kinesin family member 15 3,070
10838331 | KIF18A kinesin family member 18A 2,831
10747959 | KIF18B kinesin family member 18B 2,140
10714913 | KIF20B kinesin family member 20B 2,758
10918031 | KIF23 kinesin family member 23 2,186
10876131 | KIF24 kinesin family member 24 4,518
10878969 | KIF2C kinesin family member 2C 2,352
10934239 | KIF4A kinesin family member 4A 2,082
10821207 | KIF2A kinesin heavy chain member 2A 2,437
10761810 | KNTCI kinetochore associated 1 2,909
10895152 | KITLG KIT ligand 2,698
10781829 | KLF5 Kruppel-like factor 5 (intestinal) 2,226
LBR (includes
10770396 | EG:368360) lamin B receptor 2,249
10801821 | LMNBI lamin B1 2,145
10766809 | LAMB3 laminin, beta 3 -5,356
10891165 | LTBP2 latent transforming growth factor beta binding protein 2 -3,015
10779673 | LGALS3 lectin, galactoside-binding, soluble, 3 -2,326
10745292 | LGALS9B lectin, galactoside-binding, soluble, 9B -2,054
10754676 | LMLN leishmanolysin-like (metallopeptidase M8 family) 2,003
10822269 | LRRCC1 leucine rich repeat and coiled-coil domain containing 1 2,289
10895583 | LRRC10 leucine rich repeat containing 10 -5,101
10734045 | LRRC48 leucine rich repeat containing 48 -2,968
10706559 | LRRC4B leucine rich repeat containing 4B -2,346
10850170 | LRRN4 leucine rich repeat neuronal 4 -2,766
10704312 | LIG1 ligase I, DNA, ATP-dependent 2,222
10800696 | LIMS2 LIM and senescent cell antigen-like domains 2 -3,383
10790490 | LDB3 LIM domain binding 3 -3,192
10772807 | LIN9 lin-9 homolog (C. elegans) 2,382
10889269 | LPINI lipin 1 -2,154
10844331 | LCN2 lipocalin 2 -2,870
10841693 | LBP lipopolysaccharide binding protein -3,379
10936346 | LONRF3 LON peptidase N-terminal domain and ring finger 3 3,238
10908521 | LDLR low density lipoprotein receptor -2,295
10895083 | LUM lumican -2,240
10904528 | LYNX1 Ly6/neurotoxin 1 -3,619
10763604 | LYPD1 LY6/PLAUR domain containing 1 -2,467
10904590 | Ly6c¢ (includes others) Ly6-C antigen -3,368
LSP1 (includes
10712477 | EG:16985) lymphocyte-specific protein 1 -2,137
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10717571 | LPCAT1 lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 2,335
10902547 | Lyz1/Lyz2 lysozyme 2 -2,183
10917883 | LOXL1 lysyl oxidase-like 1 -2,470
10913043 | MST1R macrophage stimulating 1 receptor (c-met-related tyrosine kinase) -2,250
10856043 | MAD2L1 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) 2,226
10773481 | MESD10 major facilitator superfamily domain containing 10 2,184
10831099 | HLA-C major histocompatibility complex, class I, C 3,507
10831620 | HLA-DMB major histocompatibility complex, class II, DM beta -2,080
10708544 | ME3 malic enzyme 3, NADP(+)-dependent, mitochondrial -2,007
10890210 | MDGA2 MAM domain containing glycosylphosphatidylinositol anchor 2 3,694
10751948 | Maspl mannan-binding lectin serine peptidase 1 -2,352
10868643 | MELK maternal embryonic leucine zipper kinase 3,318
10866512 | MGP matrix Gla protein -5,256
10907869 | MMP12 matrix metallopeptidase 12 (macrophage elastase) -3,222
10874728 | MXRAS8 matrix-remodelling associated 8 -2,254
MDMI (includes
10895600 | EG:17245) Mdm1 nuclear protein homolog (mouse) 2,164
10902564 | MDM2 Mdm?2, p53 E3 ubiquitin protein ligase homolog (mouse) 2,027
Mdm?2, transformed 3T3 cell double minute 2, p53 binding protein (mouse)
10896605 | MTBP binding protein, 104kDa 3,064
10911419 | MNS1 meiosis-specific nuclear structural 1 3,862
MNDI (includes
10824010 | EG:295160) meiotic nuclear divisions 1 homolog (S. cerevisiae) 2,675
10798199 | MBOAT1 membrane bound O-acyltransferase domain containing 1 2,326
10741486 | MSLN mesothelin -2,178
10931247 | METRNL meteorin, glial cell differentiation regulator-like -2,214
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 1,
10885382 | MTHFD1 methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase, formyltetrahydrofolate synthetase 2,081
10707721 | MCEE methylmalonyl CoA epimerase -2,716
10769301 | METTLI13 methyltransferase like 13 2,412
10858499 | MFAPS microfibrillar associated protein 5 -4,483
10734242 | MFAP4 microfibrillar-associated protein 4 -2,988
10804710 | mir-145 microRNA 145 -3,192
10745931 | mir-21 microRNA 21 -2,405
10735887 | mir-22 microRNA 22 -3,230
10854542 | mir-490 microRNA 490 -3,247
10815308 | MGST2 microsomal glutathione S-transferase 2 -3,821
10769629 | MGST3 microsomal glutathione S-transferase 3 -2,107
microtubule associated monoxygenase, calponin and LIM domain containing
10709951 | MICAL2 2 -2,002
10799999 | MASTL microtubule associated serine/threonine kinase-like 2,989
10839135 | MAP1A microtubule-associated protein 1A -2,141
MCMI0 (includes
10796347 | EG:307126) minichromosome maintenance complex component 10 4,262
10863950 | MCM2 minichromosome maintenance complex component 2 2,330
10926930 | MCM3 minichromosome maintenance complex component 3 3,432
10752603 | MCM4 minichromosome maintenance complex component 4 3,225
10806129 | MCMS5 minichromosome maintenance complex component 5 4,099
10767338 | MCM6 minichromosome maintenance complex component 6 3,276
10760824 | MCM7 minichromosome maintenance complex component 7 3,103
10840112 | MCM8 minichromosome maintenance complex component 8 2,339
10890190 | MIS18BP1 MIS18 binding protein 1 2,090
10753017 | MIS18A MIS18 kinetochore protein homolog A (S. pombe) 2,723
10821004 | MRPS36 mitochondrial ribosomal protein S36 -2,038
10867979 | MAP3K7 (includes mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 2,078
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10791661 | MLFIIP MLF]I interacting protein 2,334
10867919 | MMS22L MMS22-like, DNA repair protein 2,303
10857130 | MGLL monoglyceride lipase -2,337
10722566 | MPHOSPH10 M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein) 2,052
10880913 | MRTO4 mRNA turnover 4 homolog (S. cerevisiae) 2,023
10868999 | MURC muscle-related coiled-coil protein -5,185
10882812 | MSH2 mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli) 2,002
10753533 | MINA MYC induced nuclear antigen 2,024
10743652 | MYOCD myocardin -2,275
10820223 | MEF2C myocyte enhancer factor 2C 4,225
10905153 | MB myoglobin -2,566
MYOM2 (includes
10792621 | EG:17930) myomesin (M-protein) 2, 165kDa -7,836
10925991 | MYOM1 myomesin 1, 185kDa -2,358
10721361 | MYBPC2 myosin binding protein C, fast type -2,589
10818347 | MYBPHL myosin binding protein H-like -2,709
10806461 | MYLK3 myosin light chain kinase 3 -2,152
10911593 | MYOSA myosin VA (heavy chain 12, myoxin) 2,676
10783686 | MYH6 myosin, heavy chain 6, cardiac muscle, alpha -3,269
10783715 | MYH7 myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta -2,743
10928614 | MYL1 myosin, light chain 1, alkali; skeletal, fast -2,333
10762067 | MYL2 myosin, light chain 2, regulatory, cardiac, slow -2,754
10778247 | MYL7 myosin, light chain 7, regulatory -4,514
10826534 | MYOZ2 myozenin 2 -3,214
10810299 | NDUFB7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 7, 18kDa -2,136
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 3, 30kDa (NADH-coenzyme
10847283 | NDUFS3 Q reductase) -2,080
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 5, 15kDa (NADH-coenzyme
10778859 | NDUFS5 Q reductase) -2,402
NPR3 (includes natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic peptide
10821991 | EG:18162) receptor C) -2,286
10873895 | Nppb natriuretic peptide type B -4,112
10930488 | NDC80 NDCB80 kinetochore complex component homolog (S. cerevisiae) 2,469
10783213 | NDRG2 NDRG family member 2 -2,789
10851219 | NDRG3 NDRG family member 3 2,380
10809100 | NDRG4 NDRG family member 4 -2,381
10799848 | NEBL nebulette -2,004
10788059 | NEIL3 nei endonuclease VIII-like 3 (E. coli) 3,610
10826148 | NTNG1 netrin G1 2,231
10851667 | NEURL2 neuralized homolog 2 (Drosophila) -2,037
10889779 | NOVAL neuro-oncological ventral antigen 1 2,318
10855506 | NPY neuropeptide Y -2,208
10806436 | NETO2 neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 5,337
NRP1 (includes
10808959 | EG:18186) neuropilin 1 -2,802
10908127 | LOC690209/Nek2 NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 2 2,230
10865630 | NCAPD2 non-SMC condensin I complex, subunit D2 2,400
10777182 | NCAPG non-SMC condensin I complex, subunit G 3,385
10887719 | NCAPG2 non-SMC condensin II complex, subunit G2 2,563
10858827 | NOP2 NOP2 nucleolar protein homolog (yeast) 2,663
10839857 | NOP56 NOP56 ribonucleoprotein homolog (yeast) 2,173
10923670 | NOP58 NOPS58 ribonucleoprotein homolog (yeast) 2,574
10910015 | NPAT nuclear protein, ataxia-telangiectasia locus 2,196
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10725778 | NUPR1 nuclear protein, transcriptional regulator, 1 -2,097
10904769 | NRBP2 nuclear receptor binding protein 2 -2,036
10880267 | NROB2 nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2 -2,868
NR3C2 (includes
10810539 | EG:110784) nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2 -2,052
10770351 | NVL nuclear VCP-like 2,160
10715721 | NOLC1 nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 2,129
10797631 | NOLS8 nucleolar protein 8 3,918
10874245 | NOL9 nucleolar protein 9 2,180
10902584 | NUP107 nucleoporin 107kDa 2,124
10794511 | NUP153 nucleoporin 153kDa 2,314
10813472 | NUP155 nucleoporin 155kDa 2,516
10837648 | NUP160 nucleoporin 160kDa 2,626
10837232 | NUP35 nucleoporin 35kDa 2,005
NUPS8S5 (includes
10739568 | EG:287830) nucleoporin 85kDa 2,694
10799539 | NUDTS5 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 5 2,038
10769657 | NUF2 NUF2, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S. cerevisiae) 2,739
10743027 | OBSCN obscurin, cytoskeletal calmodulin and titin-interacting RhoGEF -3,324
10820953 | Ocln occludin 2,039
10709687 | OLFMLL1 olfactomedin-like 1 -2,339
10848589 | OIP5 Opa interacting protein 5 2,260
10927041 | OGFRL1 opioid growth factor receptor-like 1 2,283
ORCl (includes
10870791 | EG:18392) origin recognition complex, subunit 1 5,214
ORC6 (includes
10809856 | EG:23594) origin recognition complex, subunit 6 2,450
10797648 | OGN osteoglycin -2,489
10726836 | PIDD p53-induced death domain protein 2,923
10835257 | PRRX2 paired related homeobox 2 -2,105
10725480 | PALB2 partner and localizer of BRCA2 2,070
10929995 | PASK PAS domain containing serine/threonine kinase 2,641
10852694 | PAXIP1 PAX interacting (with transcription-activation domain) protein 1 2,113
10877860 | PSIP1 PC4 and SFRS1 interacting protein 1 2,063
10822007 | PDZD2 PDZ domain containing 2 -2,333
10815785 | PTX3 pentraxin 3, long -2,585
10821149 | PPWD1 peptidylprolyl isomerase domain and WD repeat containing 1 2,744
10898359 | PPARA peroxisome proliferator-activated receptor alpha -3,249
10804678 | PPARGC1B peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 beta -2,762
10709200 | PDE2A phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated -3,334
10818823 | PDESA phosphodiesterase SA, cGMP-specific 2,075
10898968 | PFKM phosphofructokinase, muscle -2,006
10881669 | PGD phosphogluconate dehydrogenase 2,052
10778220 | PGAM2 phosphoglycerate mutase 2 (muscle) -2,055
10830174 | PLN phospholamban -2,464
10880872 | PLA2GS phospholipase A2, group V -9,125
10713538 | PLA2GI16 phospholipase A2, group XVI -2,002
10866459 | PLBD1 phospholipase B domain containing 1 -2,006
10935204 | PRPSI phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1 2,031
10743825 | PFAS phosphoribosylformylglycinamidine synthase 3,134
10713382 | PYGM phosphorylase, glycogen, muscle -3,049
10729096 | PSATI phosphoserine aminotransferase 1 2,322
10799558 | PHYH phytanoyl-CoA 2-hydroxylase -2,159
10752576 | PKP2 (includes plakophilin 2 -2,148
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EG:287925)

10918981 | PHIP pleckstrin homology domain interacting protein 2,240
10710627 | PLK1 polo-like kinase 1 2,000
10815120 | PLK4 polo-like kinase 4 2,921
10919928 | PARP3 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 3 -2,123
10821511 | PARP8 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 8 2,129
10730624 | PCGF6 polycomb group ring finger 6 2,463
10896405 | PKHDIL1 polycystic kidney and hepatic disease 1 (autosomal recessive)-like 1 -2,030
10774151 | PKDI1LI1 polycystic kidney disease 1 like 1 -2,324
10820649 | POLK polymerase (DNA directed) kappa 3,629
10938346 | POLAL polymerase (DNA directed), alpha 1, catalytic subunit 2,474
10778236 | POLD2 polymerase (DNA directed), delta 2, regulatory subunit 50kDa 2,070
10890252 | POLE2 polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit) 3,755
10877443 | POLE3 polymerase (DNA directed), epsilon 3 (p17 subunit) 2,609
10921751 | POLH polymerase (DNA directed), eta 2,840
10754260 | POLQ polymerase (DNA directed), theta 2,432
10723943 | POLD3 polymerase (DNA-directed), delta 3, accessory subunit 2,063
10839751 | POLR1B polymerase (RNA) I polypeptide B, 128kDa 2,154
10820206 | POLR3G polymerase (RNA) III (DNA directed) polypeptide G (32kD) 2,262
10754179 | POPDC2 popeye domain containing 2 -2,193
10722005 | KCNJ11 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11 -2,963
10915998 | KCNJ5 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 5 -3,760
10753211 | KCNEI potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1 -7,214
10712530 | KCNQ!I potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1 -3,660
10853905 | KCND2 potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 2 3,123
10852934 | KCNH2 potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2 -2,650
10816807 | PBXIPI pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 1 -2,275
10781733 | Gm5465 predicted gene 5465 2,425
10927213 | PRIM2 primase, DNA, polypeptide 2 (58kDa) 3,007
10795027 | Prl8a9 prolactin family8, subfamily a, member 9 -3,753
10850131 | PCNA proliferating cell nuclear antigen 2,170
10746022 | PRR11 proline rich 11 2,326
10767763 | PRELP proline/arginine-rich end leucine-rich repeat protein -4,844
10818358 | PSRC1 proline/serine-rich coiled-coil 1 2,613
10834005 | PTGFR prostaglandin F receptor (FP) -4,365
10851947 | PTGIS prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase -3,382
prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase and
10835817 | PTGS1 cyclooxygenase) -2,623
10775862 | PARMI1 prostate androgen-regulated mucin-like protein 1 -2,208
10852144 | PMEPA1 prostate transmembrane protein, androgen induced 1 -2,120
10723576 | PRSS23 protease, serine, 23 -2,401
10783553 | PRMTS protein arginine methyltransferase 5 2,038
10704536 | PRKD2 protein kinase D2 2,231
10909918 | PPP2R1B protein phosphatase 2, regulatory subunit A, beta 2,101
10919574 | PPP2R3A protein phosphatase 2, regulatory subunit B", alpha -2,035
10804225 | PPP2R2B protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta -3,262
10737068 | PPM1D protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1D 3,079
10891530 | PTPN21 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 21 2,154
10929128 | PTPRN protein tyrosine phosphatase, receptor type, N -2,082
10908990 | PUS3 pseudouridylate synthase 3 2,090
10769812 | Pcp4ll Purkinje cell protein 4-like 1 -2,447
10746469 | PDK2 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 2 -2,482
10790912 | RAB3A RAB3A, member RAS oncogene family -2,125
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10870847 | RAB3B RAB3B, member RAS oncogene family -3,279
10813664 | RAD1 RAD1 homolog (S. pombe) 2,071
10864572 | RAD18 RAD18 homolog (S. cerevisiae) 3,713
10838762 | RADS1 RADS51 homolog (S. cerevisiae) 3,351
10746042 | RADS1C RADS51 homolog C (S. cerevisiae) 2,391
10867642 | RAD54B RADS54 homolog B (S. cerevisiae) 3,139
10871151 | RADS4L RAD54-like (S. cerevisiae) 2,518
RIF1 (includes
10836169 | EG:295602) RAPI interacting factor homolog (yeast) 3,446
10864874 | RASSF4 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 4 -2,495
10888404 | RASGRP3 RAS guanyl releasing protein 3 (calcium and DAG-regulated) -3,299
10805646 | RRAD Ras-related associated with diabetes -2,297
ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 (rho family, small GTP binding
10905316 | RAC2 protein Rac2) -2,537
10924326 | RQCD1 RCD1 required for cell differentiation] homolog (S. pombe) 2,087
10882829 | LOC100360342 rCG61559-like 2,160
10925365 | RAMPI receptor (G protein-coupled) activity modifying protein 1 -2,771
10774115 | RAMP3 receptor (G protein-coupled) activity modifying protein 3 -2,281
10900511 | REEP6 receptor accessory protein 6 2,351
10870190 | ROR1 receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 -2,810
10856488 | REG1A regenerating islet-derived 1 alpha -2,909
10863410 | REG3A regenerating islet-derived 3 alpha -5,592
10856474 | REG3G regenerating islet-derived 3 gamma -4,329
10753214 | Rcanl regulator of calcineurin 1 -2,266
10926658 | RCAN2 regulator of calcineurin 2 -2,044
10885769 | RGS6 regulator of G-protein signaling 6 -2,736
10911431 | REX7 regulatory factor X, 7 2,053
10823819 | RXFP1 relaxin/insulin-like family peptide receptor 1 -3,461
10761255 | RFC2 replication factor C (activator 1) 2, 40kDa 2,433
10759752 | RFC3 replication factor C (activator 1) 3, 38kDa 3,417
10751973 | RFC4 replication factor C (activator 1) 4, 37kDa 2,836
10758883 | RFC5 replication factor C (activator 1) 5, 36.5kDa 2,503
10744918 | RPAI replication protein Al, 70kDa 2,359
10880361 | RPA2 replication protein A2, 32kDa 2,288
10826764 | RRH retinal pigment epithelium-derived rhodopsin homolog 2,154
10800173 | RBBP8 retinoblastoma binding protein 8 2,392
10851280 | RBLI1 retinoblastoma-like 1 (p107) 2,259
10912439 | RBP1 retinol binding protein 1, cellular -2,188
REV1 (includes
10927538 | EG:316344) REV1 homolog (S. cerevisiae) 2,002
LOC296778 (includes
10806198 | others) RGD1562877 -2,257
10866526 | ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta -2,489
10779832 | RNASE4 ribonuclease, RNase A family, 4 -2,271
10865321 | RIMKLB ribosomal modification protein rimK-like family member B 4,861
10784805 | Rpl7a ribosomal protein L7a -2,038
10921527 | RPL7L1 ribosomal protein L7-like 1 2,006
10939093 | RPS6KA6 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 6 2,398
10829176 | RRP1B ribosomal RNA processing 1 homolog B (S. cerevisiae) 2,080
10862178 | 2210010C04Rik RIKEN cDNA 2210010C04 gene -2,162
10877669 | 2310002L09Rik RIKEN cDNA 2310002L09 gene -3,363
10719665 | 2310033E01Rik RIKEN cDNA 2310033E01 gene 2,262
10797442 | LOC100365086 RIKEN cDNA 4732471D19-like 2,465
10800442 | RNF138 ring finger protein 138, E3 ubiquitin protein ligase 2,280
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10881989 | RNF207 ring finger protein 207 -4,515
10797774 | RBM24 RNA binding motif protein 24 -2,164
10861429 | RBM28 RNA binding motif protein 28 2,019
10853515 | RBM48 RNA binding motif protein 48 2,485
10826216 | RNPC3 RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 3 2,042
10795796 | RYR2 ryanodine receptor 2 (cardiac) -3,586
10817057 | S100A4 S100 calcium binding protein A4 -2,470
10817065 | S100A6 S100 calcium binding protein A6 -3,245
10731795 | SRL sarcalumenin -2,669
10784346 | SGCG sarcoglycan, gamma (35kDa dystrophin-associated glycoprotein) -2,004
10910047 | Sln sarcolipin -6,395
10859641 | SSPN sarcospan (Kras oncogene-associated gene) -3,496
10745595 | SLFEN13 schlafen family member 13 3,026
10871054 | STIL SCL/TALI interrupting locus 2,513
10786495 | SFMBT1 Scm-like with four mbt domains 1 2,484
10734486 | SCO1 SCO cytochrome oxidase deficient homolog 1 (yeast) 2,122
10792344 | SFRP1 secreted frizzled-related protein 1 -4,234
10816144 | SFRP2 secreted frizzled-related protein 2 -4,236
10851581 | Slpi (includes others) secretory leukocyte peptidase inhibitor -2,209
10765195 | SELP selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62) -3,451
10759173 | SELPLG selectin P ligand -2,443
10773716 | SELM selenoprotein M -2,348
sema domain, seven thrombospondin repeats (type 1 and type 1-like),
10814119 | SEMASA transmembrane domain (TM) and short cytoplasmic domain, (semaphorin) SA -2,502
10743318 | SHMT1 serine hydroxymethyltransferase 1 (soluble) 2,991
10880095 | SERINC2 serine incorporator 2 -3,902
10913538 | SPINKS serine peptidase inhibitor, Kazal type 8 (putative) -2,498
10828823 | SRSF3 serine/arginine-rich splicing factor 3 2,145
10935418 | MST4 serine/threonine protein kinase MST4 2,114
10798135 | SERPINB9 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 9 -2,052
serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment epithelium
10744939 | SERPINF1 derived factor), member 1 -3,418
10815962 | SERPINI1 serpin peptidase inhibitor, clade I (neuroserpin), member 1 2,050
10927900 | SDPR serum deprivation response -3,428
10863104 | SMYDI SET and MYND domain containing 1 -2,712
10937839 | SCML2 sex comb on midleg-like 2 (Drosophila) 2,732
10773390 | SH3TC1 SH3 domain and tetratricopeptide repeats 1 -2,335
10802133 | SH3TC2 SH3 domain and tetratricopeptide repeats 2 -2,127
SH3BGR (includes
10750479 | EG:445130) SH3 domain binding glutamic acid-rich protein -2,568
10921232 | SGOLLI shugoshin-like 1 (S. pombe) 2,792
10923385 | SGOL2 shugoshin-like 2 (S. pombe) 2,546
10821008 | LOC681185 similar to centromere autoantigen H 2,109
10708065 | LOC683179 similar to CG13745-PA 2,663
LOC685792 (includes similar to Discs large homolog 5 (Placenta and prostate DLG) (Discs large
10772847 | others) protein P-dlg) 2,088
10904787 | LOC686567 similar to Epiplakin -2,298
10761446 | LOC689257 similar to G protein-coupled receptor 133 -2,163
10795265 | LOC680322 similar to Histone H2A type 1 2,148
10888608 | LOC683626 similar to limb-bud and heart -3,278
10844136 | LOC499770 similar to LOC495800 protein 2,044
similar to Microsomal signal peptidase 23 kDa subunit (SPase 22 kDa subunit)
10935031 | MGC109340 (SPC22/23) 2,063
similar to N-acetyltransferase ESCO2 (Establishment of cohesion 1 homolog
10784566 | LOC691979 2) (ECO1 homolog 2) 3,384
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10918776 | LOC681849 similar to Protein C601rf142 homolog -2,967
10834046 | LOC304239 similar to RalA binding protein 1 2,496
10930632 | LOC501224 similar to RIKEN cDNA 2610042104 2,602
10917998 | RGD1566296 similar to RIKEN cDNA B230114P05 -2,573
10792751 | MGC112830 similar to transcription factor 2,208
10800323 | RGD1562997 similar to Transcription initiation factor TFIID 105 kDa subunit (TAFII-105) 2,233
similar to ubiquinol-cytochrome c reductase complex 7.2kDa protein isoform
10778108 | LOC685322 b -2,229
10858083 | SSB Sjogren syndrome antigen B (autoantigen La) 2,254
10781966 | SLITRKS SLIT and NTRK-like family, member 5 2,159
10938060 | SMPX small muscle protein, X-linked -3,225
10720907 | SCN1B sodium channel, voltage-gated, type I, beta subunit -2,656
10909328 | SCN3B sodium channel, voltage-gated, type III, beta subunit -3,438
10909621 | SCN4B sodium channel, voltage-gated, type IV, beta subunit -3,307
10920868 | SCNSA sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit -3,390
10729795 | SLC16A12 solute carrier family 16, member 12 (monocarboxylic acid transporter 12) -3,031
10744324 | SLC2A4 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4 -2,538
10930790 | SLC25A23 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 23 -2,978
10824611 | SLC27A3 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 3 2,105
10910038 | SLC35F2 solute carrier family 35, member F2 2,664
10920122 | SLC38A3 solute carrier family 38, member 3 2,769
10779863 | SLC39A2 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 2 -2,927
10908391 | SLC44A2 solute carrier family 44, member 2 -2,001
10857314 | SLC6A6 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, taurine), member 6 -2,870
10912614 | SLCO2A1 solute carrier organic anion transporter family, member 2A1 -3,514
10722818 | SLCO3A1 solute carrier organic anion transporter family, member 3A1 -2,046
10867225 | SLCO5A1 solute carrier organic anion transporter family, member 5A1 -2,402
10730065 | SORBS1 sorbin and SH3 domain containing 1 -2,517
10791750 | Sorbs2 sorbin and SH3 domain containing 2 -2,164
10889944 | SNX6 sorting nexin 6 2,019
10771210 | SPARCLL1 SPARC-like 1 (hevin) -2,513
10924517 | SPEG SPEG complex locus -2,124
10871004 | SPATA6 spermatogenesis associated 6 2,211
10933651 | Sms/Sms-psl spermine synthase 2,079
SKP2 (includes
10821840 | EG:27401) S-phase kinase-associated protein 2, E3 ubiquitin protein ligase 3,317
sphingomyelin phosphodiesterase 4, neutral membrane (neutral
10755672 | SMPD4 sphingomyelinase-3) 2,186
10826235 | S1PR1 sphingosine-1-phosphate receptor 1 -3,472
10929458 | SPHKAP SPHKI interactor, AKAP domain containing -2,153
10784172 | SKA3 spindle and kinetochore associated complex subunit 3 4,096
10818615 | SASS6 spindle assembly 6 homolog (C. elegans) 3,002
10804993 | SPIREL spire homolog 1 (Drosophila) 3,536
10710067 | SPON1 spondin 1, extracellular matrix protein -2,235
10904189 | ST3GALL ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1 -2,089
10781273 | STC1 stanniocalcin 1 -3,023
10860597 | STEAP4 STEAP family member 4 -2,141
10730349 | SCD stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) -2,368
10715546 | Scd2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2 -2,442
10716704 | SAMDS sterile alpha motif domain containing 5 -2,225
10791500 | SCRG1 stimulator of chondrogenesis 1 2,055
10869050 | SMC2 structural maintenance of chromosomes 2 2,635
10716087 | SMC3 structural maintenance of chromosomes 3 2,099
10815888 | SMC4 structural maintenance of chromosomes 4 2,320
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10837393 | SSRP1 structure specific recognition protein 1 2,484
10839320 | Sqrdl sulfide quinone reductase-like (yeast) -2,184
10777108 | SOD3 superoxide dismutase 3, extracellular -2,115
10901996 | SOCS2 suppressor of cytokine signaling 2 -2,134
10749372 | SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 -2,351
10783253 | SUPT16H suppressor of Ty 16 homolog (S. cerevisiae) 2,453
10796405 | SUV39H2 suppressor of variegation 3-9 homolog 2 (Drosophila) 2,676
10706059 | SBSN suprabasin -2,002
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,
10939538 | SMARCAI1 subfamily a, member 1 2,380
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,
10799133 | SMARCAS subfamily a, member 5 2,187
10779068 | SYNPO2L synaptopodin 2-like -3,273
TAF5 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated
10715904 | TAFS factor, 100kDa 2,274
TAF5-like RNA polymerase II, p300/CBP-associated factor (PCAF)-
10798471 | TAFSL associated factor, 65kDa 2,588
10918415 | TLN2 talin 2 -2,251
TATA box binding protein (TBP)-associated factor, RNA polymerase I, D,
10908089 | TAF1D 41kDa 2,575
10701853 | TXLNB taxilin beta -2,262
10810341 | TBC1D9 TBC1 domain family, member 9 (with GRAM domain) 2,043
10874940 | TERFI telomeric repeat binding factor (NIMA-interacting) 1 2,791
10928855 | TNS1 tensin 1 -2,392
10876688 | TEX10 testis expressed 10 2,152
10847562 | TSPAN18 tetraspanin 18 -2,149
10712349 | TSPAN4 tetraspanin 4 -2,113
10800098 | THOCI THO complex 1 2,040
10718217 | THBS2 thrombospondin 2 -2,300
10909407 | THY]1 Thy-1 cell surface antigen -2,383
10930510 | TYMS thymidylate synthetase 2,740
10702519 | TRIP13 thyroid hormone receptor interactor 13 3,303
10893035 | TIMELESS timeless homolog (Drosophila) 3,814
10930531 | TIPIN TIMELESS interacting protein 2,393
TIMP2 (includes
10749484 | EG:21858) TIMP metallopeptidase inhibitor 2 -2,015
10846429 | Ttn titin -2,074
10827484 | TNNI3K TNNI3 interacting kinase -6,823
10905051 | TONSL tonsoku-like, DNA repair protein 2,399
10746976 | TOP2A topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa 2,144
10912640 | TOPBPI topoisomerase (DNA) II binding protein 1 2,974
10840910 | TPX2 TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis) 2,109
10913078 | TRAIP TRAF interacting protein 2,387
10914385 | TRAKI1 trafficking protein, kinesin binding 1 -2,751
10928307 | TRAK2 trafficking protein, kinesin binding 2 -2,037
10772147 | TECRL trans-2,3-enoyl-CoA reductase-like -2,705
10752050 | TRA2B transformer 2 beta homolog (Drosophila) 2,205
10711364 | TGFB1I1 transforming growth factor beta 1 induced transcript 1 -2,000
10797138 | TGFBI transforming growth factor, beta-induced, 68kDa -2,010
10777770 | TACC3 transforming, acidic coiled-coil containing protein 3 2,208
transglutaminase 1 (K polypeptide epidermal type I, protein-glutamine-
10783880 | TGM 1 gamma-glutamyltransferase) -2,220
transglutaminase 2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-
10851350 | TGM2 glutamyltransferase) -2,759
10823278 | TM4SF1 transmembrane 4 L six family member 1 -2,191
10708327 | TM6SF1 transmembrane 6 superfamily member 1 -2,547
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10855416 | TMEM176A transmembrane protein 176A -3,792
10862415 | TMEM176B transmembrane protein 176B -3,128
10922923 | TMEM182 transmembrane protein 182 -3,007
10790651 | TMEM38A transmembrane protein 38A -2,247
10881253 | TMEMS1 transmembrane protein 51 -2,021
10904151 | TMEM71 transmembrane protein 71 -2,615
10743961 | TMEMS&8 transmembrane protein 88 2,115
10800426 | TTR transthyretin -2,144
10867447 | TGS1 trimethylguanosine synthase 1 2,007
10888852 | TRIM54 tripartite motif containing 54 -2,978
10814415 | TRIMSS tripartite motif containing 55 -2,865
10823591 | TRIMS59 tripartite motif containing 59 2,597
10711260 | TRIM72 tripartite motif containing 72 -6,087
10755604 | TRMT2A TRM2 tRNA methyltransferase 2 homolog A (S. cerevisiae) 2,013
10899073 | TROAP trophinin associated protein (tastin) 2,016
10868817 | TMOD1 tropomodulin 1 -2,093
10764233 | TNNI1 troponin I type 1 (skeletal, slow) -3,355
10704062 | TNNI3 troponin I type 3 (cardiac) -2,775
TNNT?2 (includes
10764244 | EG:21956) troponin T type 2 (cardiac) -2,081
10723822 | TSKU tsukushi small leucine rich proteoglycan homolog (Xenopus laevis) -2,641
10911947 | TTK TTK protein kinase 2,540
10924392 | TTLL4 tubulin tyrosine ligase-like family, member 4 2,460
10830369 | TUBEI1 tubulin, epsilon 1 2,547
10880074 | TINAGL1 tubulointerstitial nephritis antigen-like 1 -2,644
10765096 | TNFSF18 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 18 -4,329
10781321 | TNFRSF10A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a 2,095
10841339 | TPS3INP2 tumor protein p53 inducible nuclear protein 2 -3,331
10705874 | TYROBP TYRO protein tyrosine kinase binding protein -2,329
10870098 | USP1 ubiquitin specific peptidase 1 2,532
10720965 | UBA2 ubiquitin-like modifier activating enzyme 2 2,120
10931457 | UHRF1 ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1 2,729
10764495 | B3GALT2 UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 2 -4,041
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
10724950 | GALNTL4 acetylgalactosaminyltransferase-like 4 -2,587
10745074 | UNC119 unc-119 homolog (C. elegans) -2,140
10736764 | UNC45B unc-45 homolog B (C. elegans) -3,285
10734967 | LOC284023 uncharacterized LOC284023 2,087
10774171 | UPP1 uridine phosphorylase 1 -2,877
10761101 | UPK3B uroplakin 3B -4,297
10820748 | UTP15 UTP15, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (S. cerevisiae) 2,023
10717295 | VNN1 vanin 1 -3,210
10921772 | VEGFA vascular endothelial growth factor A -2,054
10863215 | VAMPS vesicle-associated membrane protein 5 (myobrevin) -2,784
10889213 | VSNLL1 visinin-like 1 -2,683
10841974 | MYBL2 v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like 2 3,715
10808348 | WFDC1 WAP four-disulfide core domain 1 -3,920
10855637 | WIPF3 WAS/WASL interacting protein family, member 3 -2,061
10782927 | WDHD1 WD repeat and HMG-box DNA binding protein 1 4,221
10928446 | WDR12 WD repeat domain 12 2,146
10888662 | WDR43 WD repeat domain 43 2,005
10896935 | WISP1 WNT1 inducible signaling pathway protein 1 -2,220
10842043 | WISP2 WNT1 inducible signaling pathway protein 2 -2,160
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10777731 | WHSC1 Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 2,608
10882933 | XDH xanthine dehydrogenase -2,307
10920977 | XIRP1 xin actin-binding repeat containing 1 -2,205
10836504 | XIRP2 xin actin-binding repeat containing 2 -4,673
10772564 | YIPF7 Yipl domain family, member 7 -3,455
10793495 | ZNF367 zinc finger protein 367 3
10721475 | ZNF473 zinc finger protein 473 2,125
10934720 | ZNF711 zinc finger protein 711 2,022
10939570 | ZDHHC9 zinc finger, DHHC-type containing 9 -2,036
10918191 | ZWILCH Zwilch, kinetochore associated, homolog (Drosophila) 3,352
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