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RESUMO 

 

Beckedorff, F. C. F. Recrutamento do complexo repressivo polycomb 2 pelo RNA não 

codificador longo antissenso ANRASSF1 modula a expressão do gene RASSF1A e a 

proliferação celular. 2012. 93 p. Tese de Doutorado - Programa de Pós-Graduação em 

Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

O gene supressor tumoral RASSF1A tem sido associado com redução da proliferação celular 

em diversos tumores. Sua expressão é regulada por eventos epigenéticos que envolvem o 

complexo repressivo polycomb (PRC2), no entanto os mecanismos moleculares da modulação 

do recrutamento deste modificador epigenético para este locus ainda são desconhecidos. 

Neste trabalho identificamos e caracterizamos ANRASSF1, um RNA não codificador longo 

(lncRNA) intrônico unspliced, que é transcrito na fita oposta do gene RASSF1A, em várias 

linhagem celulares e tecidos, e se liga a PRC2. ANRASSF1 é transcrito pela RNAPII, possui 

cap-5´ e cauda poli-A, além de localizar-se no núcleo e possuir uma meia-vida em média 

quatro vezes menor comparada com outros lncRNAs ligados à PRC2. A super-expressão 

ectópica de ANRASSF1 reduziu os níveis de RASSF1A e aumentou a taxa de proliferação em 

células HeLa, enquanto seu silenciamento provocou efeito oposto. Essas mudanças nos níveis 

de ANRASSF1 não afetaram a abundância da isoforma RASSF1C em nenhuma das condições. 

A super-expressão de ANRASSF1 provocou um grande aumento tanto da ocupação de PRC2 

como da marca de histona repressiva H3K27me3 especificamente na região promotora 

RASSF1A. Nenhum efeito da super-expressão de ANRASSF1 foi detectado na ocupação de 

PRC2 e na histona H3K27me3 nas regiões promotoras de RASSF1C e de outros quatro genes 

vizinhos, incluindo dois genes supressores tumorais bem caracterizados. Além disso, foi 

demonstrado que ANRASSF1 forma um híbrido de RNA/DNA e recruta SUZ12, um 

componente do PRC2, para o promotor de RASSF1A. Notavelmente, foi detectado pelo ensaio 

de RNase-ChIP que a degradação de ANRASSF1 diminui a ocupação de PRC2 neste 

promotor. Esses resultados demonstram um novo mecanismo de repressão epigenética do 

supressor tumoral RASSF1A, envolvendo um  lncRNA unspliced antissenso, onde ANRASSF1 

reprime seletivamente a expressão da isoforma de RASSF1 que sobrepõe o transcrito 

antissenso de modo local e específico. Considerando uma perspectiva mais ampla, nossos 

resultados sugerem que outros lncRNAs intrônicos unspliced não caracterizados no genoma 

humano podem contribuir para uma modulação epigenética local e específica de cada região 

em que os lncRNAs são transcritos. 

Palavras-chaves: RNA não codificador longo antissenso, PRC2, RASSF1A, híbrido RNA-

DNA, epigenética.  
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ABSTRACT 

Beckedorff, F. C. F. Recruitment of polycomb repressive complex 2 by intronic long 

noncoding RNA ANRASSF1 modulates RASSF1A expression and cell proliferation. 

2012. 93 p. PhD Thesis – Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, São Paulo.   
 

Tumor-suppressor RASSF1A gene down-regulation has been implicated in increasing cell 

proliferation in several tumors. Its expression is regulated by epigenetic events involving 

polycomb repressive complex 2 (PRC2), however the molecular mechanisms modulating 

recruitment of this epigenetic modifier to the locus remain largely unknown. Here, we identify 

and characterize ANRASSF1, an endogenous unspliced long noncoding RNA (lncRNA) that is 

transcribed from the opposite strand of RASSF1 gene in several cell lines and tissues, and 

binds to PRC2. ANRASSF1 is transcribed by RNA Polymerase II, 5’-capped, polyadenylated, 

displays nuclear localization, and has on average a four-fold shorter half-life compared to 

other lncRNAs that bind PRC2. ANRASSF1 ectopic overexpression decreases RASSF1A 

abundance and increases the proliferation rate of HeLa cells, whereas its silencing causes 

opposite effects. These changes in ANRASSF1 levels do not affect RASSF1C isoform 

abundance. ANRASSF1 overexpression causes a marked increase both in PRC2 occupancy 

and in histone H3K27me3 repressive mark specifically at the RASSF1A promoter region. No 

effect of ANRASSF1 overexpression is detected on PRC2 occupancy and on histone 

H3K27me3 at the promoter regions of RASSF1C and of four other neighbor genes, including 

two well-characterized tumor suppressor genes. Additionally, we demonstrate that ANRASSF1 

forms an RNA/DNA hybrid, and recruits SUZ12, a PRC2 component, to the RASSF1A 

promoter. Notably, depletion of ANRASSF1 disrupts SUZ12 occupancy on RASSF1A 

promoter as measured by RNAse-ChIP assay. Together, these results show a new mechanism 

of epigenetic repression of RASSF1A tumor suppressor gene involving an antisense unspliced 

lncRNA, in which ANRASSF1 selectively represses expression of the RASSF1 isoform 

overlapping the antisense transcript in a location-specific manner. In a broader perspective, 

our findings suggest that other non-characterized unspliced intronic lncRNAs transcribed in 

the human genome may contribute to a location-specific epigenetic modulation of genes. 

 

Keywords: antisense unspliced long noncoding RNA, PRC2; RASSF1A, RNA-DNA hybrid, 

epigenetics 
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 Lista de abreviaturas e siglas 

ANRASSF1:   Antisense Noncoding RNA RASSF1 

Cap 5': 7-metilguanosina na extremidade 5' de RNAs 

cDNA: DNA complementar 

ChIP: Imunoprecipitação da cromatina 

DNA: Deoxyribonucleic Acid 

DNMT3B: DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3B 

EZH2: Histone-lysine N-methyltransferase 

H3K4me3: Trimetilação da lisina 4 da histona 3 

H3K9me3: Trimetilação da lisina 9 da histona 3 

H3K27me3: Trimetilação da lisina 27 da histona 3 

HOXA9: Homeobox protein Hox-A9 

HOXB3: Homeobox protein Hox-B3 

IgG: Imunoglobulina G 

Kb: kilobases 

lincRNA: RNA não codificador de proteínas longo intergênico 

lncRNA: RNA não codificador de proteínas longo  

MYC: Myc proto-oncogene protein 

ncRNA: RNA não codificador de proteínas 

Nt: nucleotídeos 

PCR: Reação em Cadeia da Polimerase 

PRC2: Complexo repressivo polycomb 2 

qPCR: PCR quantitativa 

RASSF1A: RAS association domain family 1A 

RIP: Imunoprecipitação de complexos ribonucleoproteicos 

RNA: Ribonucleic acid 

RNAi: Interferência de RNA 

RNA-Seq: Sequenciamento em larga escala de RNA 

RNAP II: RNA polimerase II 

RT-qPCR: Transcrição reversa sequida de PCR quantitativa 

siRNA: small interfering RNA 

SUZ12: Polycomb protein SUZ12 

TAP: Tobacco Acid Pyrophosphatase 

TSS: Sítio de início de transcrição 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 RASSF1 

RASSF1A (Família do domínio de associação a Ras isoforma 1A, RAS association 

domain family 1A) é classificado como um gene supressor de tumor (Donninger et al. 2007). 

A perda da expressão de RASSF1A, um dos eventos mais comuns em cânceres humanos, é 

causada principalmente pela hipermetilação aberrante de seu promotor (Agathanggelou et al. 

2005; Avruch et al. 2009; Hoque et al. 2010; Amin and Banerjee 2012; Fernandes et al. 2012; 

Jiang et al. 2012), e este fato já foi descrito em pelo menos 37 tipos tumorais (Dammann et al. 

2005; Hesson et al. 2007); esse evento raramente ocorre em tecidos normais. Isso faz com que 

RASSF1A seja um candidato a marcador molecular para o diagnóstico de tumores 

(Agathanggelou et al. 2005). 

O locus do gene RASSF1 abrange 11.151 pb do genoma humano e é composto por  

oito exons, que combinados, geram além de RASSF1A, mais seis transcritos diferentes 

RASSF1B-G (Figura 1) por meio do uso de dois promotores diferentes e de splicing 

alternativo (Dammann et al. 2000; Lerman and Minna 2000; Burbee et al. 2001). Duas ilhas 

CpG estão associadas com os promotores de RASSF1. A menor ilha CpG (737 pb) abrange a 

região promotora do RASSF1A (RASSF1D, RASSF1E, RASSF1F, e RASSF1G), enquanto a 

maior ilha CpG (1365 pb) engloba as regiões promotoras para RASSF1B e RASSF1C 

(Agathanggelou et al. 2005). 

 RASSF1A e RASSF1C são as isoformas mais predominantes, normalmente expressas 

em tecidos normais, e são transcritas a partir de dois promotores diferentes distantes 

aproximadamente 3.5 kb um do outro (van der Weyden and Adams 2007). De maneira geral, 

as demais isoformas são tecido-especificas (Agathanggelou et al. 2005). A isoforma RASSF1B 

é principalmente expressa em células do sistema hematopoiético, enquanto RASSF1D e 

RASSF1E são expressas especificamente em coração e pâncreas, respectivamente. Essas duas 
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isoformas são muito semelhantes a RASSF1A, com uma pequena diferença no padrão de 

splicing no exon 2αβ de RASSF1D e no exon 3 de RASSF1E, dando origem a proteínas com 

quatro aminoácidos (aa) extras (Figura 1). A isoforma RASSF1F pula o exon 2αβ e codifica 

um peptídeo truncado de 92 aa (Burbee et al. 2001), já a isoforma RASSF1G pula os exons 

2αβ e 3 e codifica um peptídeo truncado de 152 aa (Burbee et al. 2001). Com exceção das 

isoformas A e C, o papel biológico dessas outras isoformas ainda é desconhecido (Donninger 

et al. 2007).  

 

Figura 1. Mapa do locus gênico RASSF1. Diferentes isoformas RASSF1A-G são geradas a 

partir de dois promotores diferentes indicados por setas cinzas na parte superior da figura. 

Estão indicadas a posição dos promotores associados a ilhas CpGs (linha preta, parte 

superior), e a posição dos 4 aminoácidos extras das isoformas RASSF1D e E (caixa branca, as 

setas vermelhas apontam para estas regiões). Domínios estruturais conhecidos de RASSF1: 

C1, domínio conservado 1 da proteína quinase C; ATM, sequência consenso de fosforilação 

pela quinase ATM; RA, domínios de associação a Ras; SARAH,  domínio de interação 

Sav/RASSF/Hpo. Figura adaptada de (Agathanggelou et al. 2005). 
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Apesar de ainda se saber pouco quanto à função das isoformas de RASSF1, visto que 

apenas duas das sete isoformas, RASSF1A e RASSF1C, possuem papel conhecido na célula, já 

se conhece bastante sobre os domínios estruturais constituintes de todas as isoformas. As 

isoformas RASSF1A-E, possuem dois domínios em comum, o domínio de associação a Ras 

(RA) e o domínio a Sav/RASSF/Hpo (SARAH) (Ponting and Benjamin 1996; Yamamoto et 

al. 1999), ambos importantes para a função de RASSF1A, como será discutido adiante. O 

domínio RA define o gene RASSF, e medeia as interações de RASSF1 com Ras e outras 

pequenas GTPases. O domínio SARAH medeia as interações proteína-proteína que são 

cruciais para as funções de RASSF1, principalmente nas vias associadas com parada do ciclo 

celular (cell cycle arrest) e apoptose (Scheel and Hofmann 2003). Ainda foi identificada nas 

isoformas RASSF1A e RASSF1C-E uma sequência consenso de peptídeo que é substrato para 

a quinase Ataxia Telagectasia Mutant (ATM) (Agathanggelou et al. 2005). Por último, as 

isoformas RASSF1A e RASSF1D-G contêm o domínio C1, uma região rica em cisteína, 

também conhecida como região conservada 1 (C1) da proteína quinase C (Newton 1995).  

A isoforma mais estudada desse gene é RASSF1A. Seu transcrito de 1,9 kb inicia-se no 

primeiro promotor, localizado na primeira ilha CpG, é formado por seis exons  (Figura 1) e 

contém uma ORF que codifica para uma proteína de 340 aa, com massa molecular de 39 kDa 

(Donninger et al. 2007). Sua função de supressor tumoral ficou evidenciada em diversos 

estudos mostrando que a sua super-expressão em linhagens celulares tumorais resulta em 

células menos viáveis (com maior taxa apoptótica), com menores taxas proliferativas, menos 

invasivas e reduzida independência quanto ao ancoramento ao substrato (Dammann et al. 

2000; Burbee et al. 2001; Dreijerink et al. 2001; Kuzmin et al. 2002; Chow et al. 2004; 

Hesson et al. 2004; Donninger et al. 2007).  

RASSF1A exerce diversas funções na célula, regulando vários processos biológicos. 

Evidências recentes sugerem que a proteína RASSF1A age como uma plataforma (scaffold), 
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de modo que pode montar e modificar a função do complexo de proteínas com o qual está 

interagindo (Donninger et al. 2007; Oceandy et al. 2009). Essa capacidade de interagir com 

outras proteínas é muito importante para RASSF1A exercer a sua função regulatória dos 

processos biológicos, e seus domínios RA e SARAH são os responsáveis pela interação 

proteína-proteína (Avruch et al. 2009).  

RASSF1A tem papel importante no controle do ciclo celular, sendo considerada uma 

nova guardiã da mitose (Mathe 2004) por meio de sua interação com Cdc 20 (Song et al. 

2004; Song et al. 2005). Cdc 20 é um regulador essencial do ciclo celular, necessário para a 

conclusão da mitose (Yu 2007). Esse se liga e ativa o complexo promotor da anáfase (APC), 

promovendo a ubiquitinação e degradação das ciclinas A e B, o que resulta na saída da 

anáfase da mitose. Foi demonstrado que quando RASSF1A se associa a Cdc20, este complexo 

impede a ativação de APC e consequente progressão da mitose (Song et al. 2004) por meio de 

Cdc20, o que resulta em menores taxas de proliferação celular. Além disso, RASSF1A 

também controla a transição da fase G1 para S do ciclo celular (Fajas et al. 2001; Shivakumar 

et al. 2002; Fenton et al. 2004).  

RASSF1A localiza-se nos microtúbulos e promove a estabilização dos mesmos 

(Dallol et al. 2004; Song et al. 2004) durante as mudanças dinâmicas sofridas pelo 

citoesqueleto ao longo das fases do ciclo celular. Essa estabilização ocorre por meio de 

interações com proteínas associadas a microtúbulos (MAPs) ou com o homólogo dessas 

proteínas, C190RF5 (Dallol et al. 2004). Também pode participar na manutenção da 

estabilidade genômica, por localizar-se nos centrossomos e nas fibras mitóticas, podendo 

modular a dinâmica da tubulina (Song et al. 2005). 

Outra importante função exercida por RASSF1A é a modulação da apoptose, que 

ocorre por diversos mecanismos, envolvendo predominantemente a via de morte celular 
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extrínseca, requerendo sempre um estímulo externo por meio dos receptores de FAS ou de 

TNF-α (Baksh et al. 2005; Vos et al. 2006; Matallanas et al. 2007; Foley et al. 2008).  

A segunda isoforma mais estudada e abundante do gene RASSF1 é RASSF1C. Seu 

transcrito de 1,7 kb inicia-se em um promotor diferente, localizado na segunda ilha CpG, e é 

formado por cinco exons, sendo que esta isoforma possui quatro exons que codificam a região 

N-terminal em comum com RASSF1A (van der Weyden and Adams 2007). Em contraste com 

RASSF1A, a função de supressor tumoral de RASSF1C ainda não está clara. Apesar da 

maioria dos trabalhos indicarem que RASSF1C não possui esta função, existe uma constante 

discussão na literatura sobre esta questão (Reeves et al. 2010). Adicionalmente, RASSF1C não 

é alvo de inativação epigenética (Agathanggelou et al. 2005), como identificado em 

RASSF1A, no entanto a perda da expressão de RASSF1C foi observada em muitas das 

linhagens de células de carcinomas renais (Dreijerink et al. 2001) e em seis de nove linhagens 

de células ovarianas transformadas (Vos et al. 2000). 

RASSF1C, aparentemente, compartilha algumas das funções biológicas de RASSF1A, 

como controle da proliferação e apoptose e estabilização de microtúbulos. Entretanto, o papel 

de RASSF1C ainda não está totalmente elucidado. Em relação à sua função, alguns estudos 

mostraram que a expressão ectópica de RASSF1C não apresentou efeitos significativos na 

proliferação e indução de apoptose em células H1299 e A549 NSCLC, in vitro e in vivo (Ji et 

al. 2002). Essa proteína também não apresentou efeito na atividade inibitória de proliferação 

de células U2020 SCLC in vitro (Li et al. 2004).  

Por outro lado, RASSF1C apresenta atividade inibitória de proliferação in vitro, 

semelhante à observada para RASSF1A, em linhagem de células de próstata, LNCaP, e 

linhagem de carcinoma renal, KRC/Y, com consequente supressão da tumorigenicidade (Li et 

al. 2004). A proteína também se associa aos microtúbulos e como resultado causa uma 

estabilização dos mesmos, semelhante a ação de RASSF1A (Rong et al. 2004). Contudo, em 
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alguns tipos celulares esta associação não promove a estabilização (Song et al. 2004). Tendo 

em vista esses resultados contraditórios, possivelmente essa proteína possua uma função 

tecido específica (Li et al. 2004). RASSF1C pode regular a apoptose através da participação 

na ativação da via SAPK/JNK (Kitagawa et al. 2006).  

1.2 Regulação epigenética da expressão de RASSF1A 

Tendo em vista os importantes papéis de RASSF1A e RASSF1C, é necessária uma 

regulação fina da expressão dessas isoformas que são transcritas a partir de promotores 

independentes. O mecanismo de regulação de RASSF1C ainda é desconhecido, mas para 

RASSF1A sabe-se que o mecanismo de regulação é por meio de um silenciamento 

transcricional mediado pela hipermetilação do DNA de seu promotor (Dammann et al. 2000). 

Esse evento epigenético parece ser mais comum em câncer humano, de maneira que a 

metilação aberrante do promotor de RASSF1A e a consequente perda de sua expressão já 

foram detectadas em pelo menos 37 tipos de tumores (van der Weyden and Adams 2007). 

Apesar de já existirem alguns trabalhos relacionados ao estudo de RASSF1A, ainda se 

faz necessário identificar os fatores regulatórios, bem como as vias regulatórias e os 

mecanismos subjacentes ao silenciamento epigenético de RASSF1A. No entanto, alguns 

trabalhos já têm avançado nesse estudo. Strunnikova e colaboradores (Strunnikova et al. 

2005), inicialmente, sugeriram que a deacetilação da histona H3 e a trimetilação da histona 

H3K9 antecedem a metilação do DNA, durante a progressão da inativação de RASSF1A em 

células HMEC (Célula de epitélio mamário humano - Human Mammary Epithelial Cell). De 

maneira similar, Kawamoto e colaboradores (Kawamoto et al. 2007) encontraram que as 

linhagens celulares tumorais de próstata, LNCaP e PC3, apresentaram silenciamento de 

RASSF1A mediado pela hipermetilação e pelo enriquecimento da marca de histona H3K9me2 

ao longo do seu promotor. Em contraste, em células de próstata normal RWPE-1, o promotor 

de RASSF1A não está metilado e também não existe enriquecimento da marca de histona 
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H3K9me2, e consequentemente há expressão de RASSF1A. Outro trabalho mostrou que a 

repressão transcricional do gene RASSF1A em glândulas mamárias, durante as fases iniciais 

da carcinogênese de mama, estava associada com um aumento na trimetilação das histonas 

H3K9 e H3K27 e metilação do promotor de RASSF1A (Starlard-Davenport et al. 2010). 

Estes trabalhos sustentam a ideia de que o silenciamento gênico causado pela 

metilação do DNA está intimamente ligado com modificações repressivas de histonas no 

promotor do gene em células tumorais (Fahrner et al. 2002; Vire et al. 2006). Nesse sentido, 

um trabalho recente mostrou que o evento de silenciamento epigenético da ilha CpG da região 

promotora de RASSF1A requer o fator de transcrição HOXB3. Esse fator de transcrição induz 

um aumento da expressão da enzima DNA (citosina-5-)-metiltransferase 3 beta (DNMT3B), 

que é recrutada para o promotor de RASSF1A e silencia o gene pela hipermetilação desse 

promotor (Palakurthy et al. 2009). Ainda nesse mesmo trabalho, foi sugerido um modelo de 

regulação desse evento epigenético, o qual depende do recrutamento de DNMT3B para o 

promotor de RASSF1A. Este recrutamento requer a interação de DNMT3B com EZH2, uma 

histona metiltransferase componente do complexo repressivo polycomb 2 (polycomb 

repressive complex 2 – PRC2). O complexo DNMT3B/PRC2 se liga a MYC, que já está 

associado à região promotora de RASSF1A, e esse evento facilita seu recrutamento para o 

promotor. Isto resulta em uma repressão epigenética tanto por aumentar a marca de histona 

H3K27me3, característica de PRC2, quanto pelo aumento da metilação do DNA no promotor 

(Palakurthy et al. 2009). Vale ressaltar que, embora MYC seja necessário para o recrutamento 

de PRC2 (Goodliffe et al. 2005), de maneira geral este não é suficiente para recrutar PRC2 e 

os fatores de regulação (Palakurthy et al. 2009).  

Embora já seja conhecido que o silenciamento transcricional de RASSF1A por 

hipermetilação do DNA do promotor pode ser desencadeado por modificações da cromatina, 
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os mecanismos subjacentes ao recrutamento de PRC2 para o promotor deste gene e o 

silenciamento epigenético de RASSF1A ainda não foram totalmente identificados. 

 

1.3 A complexidade do transcriptoma eucariótico 

A programação genética dos humanos e de outros organismos complexos tem sido mal 

interpretada nos últimos 50 anos (Mattick 2011). Isso se deve à suposição de que o fluxo da 

informação genética se dava primordialmente no sentido DNA→RNA→proteína, o que era 

conhecido como o dogma central da biologia molecular descrito inicialmente por Crick (Crick 

1958). Pensava-se que os RNAs tinham um papel limitado a elementos intermediários, 

enquanto as proteínas seriam responsáveis por exercer a maior parte das funções estruturais, 

catalíticas e regulatórias das células (Crick 1958).  

Doze anos depois, Crick respondeu às críticas de que o dogma central era uma 

simplificação excessiva e esclareceu a sua intenção inicial. Nessa ocasião ele atualizou o 

conceito inicial, de modo que o RNA não deveria ser considerado como um elemento 

funcional de propósito único, mas teria um papel mais versátil, o que possibilitaria que a 

informação fluísse de volta para o genoma (Crick 1970). Embora o campo da genética tenha 

amadurecido, o papel funcional dos RNAs como produto dos genes permaneceu por muito 

tempo focado na produção de proteínas, com poucas exceções notáveis (Gingeras 2007). 

Acreditava-se que o transcriptoma eucariótico era composto por RNAs mensageiros 

(mRNAs), elementos intermediários que transferem para o citoplasma a informação genética 

para a biossíntese de proteínas, e por RNAs transportadores (tRNAs), RNAs ribossomais 

(rRNAs), e pequenos RNAs nucleares (small nuclear RNAs, snRNA; small nucleolar RNAs, 

snoRNA), que exercem funções estruturais e catalíticas no processamento do mRNA ou na 

tradução proteica. Entretanto, apenas uma pequena fração do genoma humano, cerca de 2,2 
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%, corresponde a esses produtos funcionais alvos mais bem estudados até o momento, que são 

compreendidos principalmente pelos mRNAs (Frith et al. 2005). 

O sequenciamento de diversos genomas e os avanços recentes de análises genômicas 

em larga escala têm revelado que, em organismos complexos, a complexidade biológica não é 

diretamente relacionada ao número de genes codificadores de proteínas de seu genoma (Taft 

et al. 2007). Por exemplo, o número de genes codificadores de proteínas estimado para 

eucariotos recentes mais complexos, como humanos e camundongo, é de 20,000-25,000 

(Waterston et al. 2002; Collins et al. 2004), sendo próximo do número de genes de eucariotos 

ancestrais menos complexos como Drosophila e Caenorhabditis elegans, que possuem 

13,000 e 19,000, respectivamente (Consortium 1998; Adams et al. 2000). Apesar das enormes 

diferenças na complexidade entre esses organismos, ainda não está totalmente claro onde 

estão armazenadas as informações que programam o desenvolvimento e como estas diferem 

entre esses organismos. 

Parte desse questionamento pode ser respondido, por exemplo, pelo aumento das taxas 

de splicing alternativo, do uso de promotores e sítios de terminação alternativos e dos eventos 

de edição de RNAs em organismos mais complexos, permitindo assim a expressão de um 

conjunto maior de isoformas proteicas (Nagasaki et al. 2005; Gingeras 2007; Taft et al. 2007; 

Farajollahi and Maas 2010). 

 Outro aspecto que pode responder pela complexidade é o aumento da proporção de 

DNA não-codificador de proteínas presente no genoma dos organismos, que pode variar de 

0,25 % do DNA total no genoma de procariotos até mais que 98 % do DNA total no genoma 

humano (Taft et al. 2007). Estas observações sugerem que novos RNAs não codificadores 

(ncRNAs) originados destas regiões possa fornecer um repertório maior de moléculas com 

funções regulatórias que permitiram o desenvolvimento dos eucariotos (Mattick 2007; Taft et 

al. 2007).  
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Diversas técnicas de estudo, baseadas em clonagem e sequenciamento de bibliotecas de 

cDNAs (Numata et al. 2003; Ota et al. 2004; Carninci et al. 2005; Katayama et al. 2005),  

tilling array (Kapranov et al. 2002; Rinn et al. 2003; Bertone et al. 2004; Kampa et al. 2004) e 

mais recentemente sequenciamento em larga escala (Guttman et al. 2010; Kapranov et al. 

2010; Almeida et al. 2011; Mercer et al. 2012), têm sido utilizadas para investigar a 

transcrição do genoma eucariótico em larga escala, demonstrando que o transcriptoma de 

eucariotos é surpreendentemente complexo. Ficou evidente que a transcrição ocorre 

principalmente em regiões não codificadoras, indicando que esta acontece de forma 

generalizada no genoma eucariótico (Mattick 2011). Esses transcritos podem ser expressos 

em ambas às fitas, em regiões intrônicas de genes codificadores de proteínas ou intergênicas, 

podendo apresentar sítios alternativos de início de transcrição e de terminação, splicing 

alternativo e expressão tecido específica (Frith et al. 2005; Birney et al. 2007; Kapranov et al. 

2007; Nakaya et al. 2007; Ponting et al. 2009). 

O projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements Consortium), em 2007, 

analisou intensivamente 1 % do genoma humano através de várias técnicas, incluindo tiling 

arrays genômicos de alta densidade e sequenciamento com alta profundidade de bibliotecas 

de cDNA, demonstrando que ao menos 90 % do DNA genômico é transcrito em diferentes 

células humanas, sendo que desta fração apenas 1,2 % é capaz de codificar para proteínas 

(Birney et al. 2007). Mais recentemente essa análise foi estendida para todo o genoma e os 

autores observaram que mais de 50 % dos transcritos anotados não tem potencial de codificar 

proteínas (ENCODE, 2011).  Do mesmo modo, a análise do transcriptoma de outros 

organismos eucarióticos mostrou que a transcrição generalizada do genoma não é restrita 

apenas a humanos, mas tem revelado, por exemplo, que pelo menos 70% do genoma de 

Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, levedura e camundongo são transcritos 
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(Carninci et al. 2005; David et al. 2006; Amaral and Mattick 2008; Gerstein et al. 2010; Roy 

et al. 2010). 

Essas descobertas têm alterado e expandido a compreensão da organização dos 

genomas eucarióticos, e têm sido utilizadas como argumento para apoiar a ideia de que os 

ncRNAs contribuam com funções regulatórias essenciais para o ganho de complexidade, de 

modo análogo aos mecanismos já bem descritos de splicing alternativo, utilização de 

promotores e sítios de terminação alternativos e modificações pós-transcricionais (Taft et al. 

2007). Dessa forma, vários estudos têm mostrado que os ncRNAs são regulados durante o 

desenvolvimento, possuem expressão tecido específica, localizam-se em compartimentos 

subcelulares, são regulados durante o ciclo celular, são associados com uma variedade de 

doenças humanas, incluindo o câncer, e se associam a complexos proteicos remodeladores da 

cromatina (Reis et al. 2004; Nakaya et al. 2007; Sunwoo et al. 2009; Taft et al. 2010; Guttman 

et al. 2011; Hung et al. 2011; Tahira et al. 2011). Além disso, evidências de seleção evolutiva 

têm sido observadas em alguns ncRNAs (Ponjavic et al. 2007; Guttman et al. 2009; Ponting et 

al. 2009). 

Contudo, existe um debate intenso na literatura sobre o real significado biológico da 

transcrição generalizada do genoma, motivado pelo fato de que a maioria dos ncRNAs são 

expressos em baixos níveis na célula e de que a maior parte destes transcritos ainda não foi 

caracterizada funcionalmente. Essas questões têm levantado a hipótese que estes transcritos 

possam ser possíveis ruídos transcricionais ou artefatos técnicos (Struhl 2007; van Bakel et al. 

2010). Recentemente, uma nova técnica denominada RNA Capture-Seq, que combina 

microarranjo de captura de cDNA e sequenciamento em larga escala para aumentar a 

sensibilidade de detecção do transcriptoma em loci específicos (Mercer et al. 2012), 

possibilitou uma rápida resposta aos questionamentos levantados principalmente por van 

Bakel e colaboradores. Esses dados confirmaram que as regiões intergênicas expressam uma 
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grande variedade de transcritos, e ainda revelaram novos transcritos, que até então não tinham 

sido detectadas por nenhuma técnica disponível, assim como identificaram novas isoformas 

desconhecidas de genes codificadores de proteína já bem caracterizados, tais como p53 e p73 

(Mercer et al. 2012). 

1.4  RNAs não-codificadores longos em eucariotos 

Como apresentado no item anterior, os avanços nas análises em escala genômica do 

transcriptoma de eucariotos revelaram que a maior parte do genoma humano é transcrita, 

gerando um grande repertório de ncRNAs. Esses ncRNA são convencionalmente classificados 

em ncRNAs longos (lncRNAs), quando maiores que 200 nucleotídeos, e ncRNAs curtos, 

quando menores que 200 nucleotídeos. Essa classificação dos ncRNAs foi estabelecida com 

base em uma prática conveniente dos protocolos de purificação de RNA, onde os RNAs 

menores de 200 nucleotídeos são excluídos (Mercer et al. 2009). Dentre os ncRNAs curtos (< 

200 nt) incluem-se os miRNAs, siRNAs, piwi-interacting RNAs (piRNAs), pequenos RNAs 

associados à regiões promotoras e de iniciação da transcrição, entre outros (Girard et al. 2006; 

Carthew and Sontheimer 2009; Fejes-Toth et al. 2009; Taft et al. 2009). 

Embora a literatura seja dominada por trabalhos de ncRNAs curtos (< 200 nt), nos 

últimos anos tem havido um aumento no número de estudos que têm reportado a 

funcionalidade e diversidade de lncRNAs que mapeiam em regiões intrônicas e intergênicas 

(Birney et al. 2007; Nakaya et al. 2007; Dinger et al. 2009; Kapranov et al. 2010). A definição 

e a nomeação dos lncRNAs ainda estão evoluindo na literatura, e diferentes classes ou 

categorias de lncRNAs têm sido descritas (Wright and Bruford 2011).  

Algumas classes já têm sido bem estudadas e caracterizadas. Uma delas é a dos 

ncRNAs longos intergênicos (lincRNA), definidos como transcritos em uma região distante 

pelo menos 1 kb de algum gene codificador de proteína, e que podem ou não sofrer splicing. 

Outra classe é a dos ncRNAs longos antissenso (lncRNA-AS), que possuem sobreposição 
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com introns de genes codificadores de proteina, e podem ou não sofrer splicing. Essas duas 

classes de lncRNAs apresentam características semelhantes a dos mRNAs codificadores de 

proteínas tais como: a presença da estrutura cap na ponta 5’ do RNA, transcrição a partir de 

uma região promotora independente (identificada por meio da  marca de histona H3K4me3), e 

presença da RNA Polimerase II no sítio de inicio de transcrição (TSS) (Guttman et al. 2009; 

Conley and King Jordan 2012). Além disso, alguns trabalhos têm mostrado que esses 

transcritos podem ser poli-adenilados ou não-poliadenilados, e que podem se acumular 

diferentemente no compartimento nuclear ou citoplasmático da célula, ou até mesmo estar 

igualmente distribuídos nos dois compartimentos (Kapranov et al. 2007; Kapranov et al. 

2010).  

Apesar do grande repertório dos lncRNAs no transcriptoma, estes apresentam de 

maneira geral uma baixa expressão quando comparada a dos gene codificadores de proteínas, 

e muitos possuem expressão tecido específica (Birney et al. 2007; Cabili et al. 2011). Além 

disso, evidências têm apontado para o envolvimento de lncRNAs com diversas doenças 

humanas (Taft et al. 2010; Esteller 2011; Wapinski and Chang 2011), especialmente com o 

câncer (Prensner and Chinnaiyan 2011; Reis and Verjovski-Almeida 2012; Spizzo et al. 

2012).  

Está se tornando claro, embora ainda pouco caracterizado em detalhe, que lncRNAs 

podem desempenhar papéis regulatórios e estruturais em importantes processos biológicos, 

podendo atuar por meio de diversos mecanismos moleculares (Clark and Mattick 2011; Wang 

et al. 2011). De maneira geral, há fortes evidências que o mecanismo de ação dos lncRNAs 

envolve a interação entre lncRNA e proteínas (Khalil and Rinn 2011), especialmente 

proteínas que compõem complexos remodeladores da cromatina com funções tanto ativadoras 

como repressoras da expressão gênica (Khalil et al. 2009; Flynn and Chang 2012). Alguns 

trabalhos têm indicado que além de interagir com estes complexos proteicos remodeladores 
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da cromatina, os lncRNAs se ligam ao DNA formando um híbrido RNA/DNA, guiando os 

complexos para sítios específicos do genoma para executar sua função (Chu et al. 2011; 

Mattick 2012). Além disso, os lncRNA podem promover ativação dos complexos proteicos 

alvos mediante modificações alostéricas (Mattick 2012).  

Um exemplo, muito bem caracterizado quanto à sua interação com proteínas e funções 

é o lincRNA HOTAIR (Rinn et al. 2007), que é transcrito no locus HOXC, e silencia genes 

HOXD e outros alvos. Inicialmente foi descrito que o HOTAIR se liga ao polycomb 

repressive complex 2 (PRC2) e direciona esse complexo para a região promotora do locus 

HOXD (Rinn et al. 2007). Esse complexo trimetila o resíduo de lisina 27 da histona 3 

(H3K27me3), o que resulta em silenciamento gênico. Posteriormente foi observado também 

que esse lincRNA age como um scaffold para dois complexos remodeladores da cromatina 

(Tsai et al. 2010). Na porção 5´ do HOTAIR se liga a proteína SUZ12, integrante do PRC2. Já 

na sua porção 3´ se liga a proteína LSD1, integrante do CoREST/REST repressor complex, 

que retira a dimetilação do resíduo de lisina 4 da histona H3 (H3K4me2), o que também está 

relacionado com a repressão da expressão gênica e silenciamento dos genes HOXD (Tsai et al. 

2010). Além disso, foram encontradas 832 regiões de ligação de HOTAIR no genoma 

anotadas como promotores e introns; essas regiões foram identificadas através de 

experimentos de Chromatin Isolation by RNA Purification (ChIRP) seguido de 

sequenciamento de larga escala, um método de mapeamento das regiões de ligação no 

genoma dos lncRNAs (Chu et al. 2011). Esse resultado indica que este lncRNA regula não 

apenas genes HOX, mas também possui outros alvos ao longo do genoma. 

Um outro exemplo de interação entre lncRNA/DNA/proteínas é o do lincRNA 

Mistral, que é transcrito em uma região intergênica, entre os genes HOX6 e HOX7, cuja 

transcrição é ativada durante a diferenciação celular (Bertani et al. 2011). O mecanismo 

descrito para o lincRNA Mistral é interessante no contexto do atual projeto porque ele recruta 
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o complexo remodelador da cromatina MLL1 para os promotores de sua vizinhança (HOX6 e 

HOX7) e causa ativação da transcrição, que é dada pela trimetilação da histona H3K4.  

 Em 2004 nosso grupo utilizou microarranjos de cDNA enriquecidos com sondas para 

transcritos longos não-codificadores que mapeiam em regiões intrônicas dos genes 

codificadores de proteína humanos, estudamos a expressão gênica dos tumores de próstata de 

27 pacientes, e descrevemos uma assinatura de expressão gênica correlacionada com o grau 

de diferenciação (ou grau de Gleason) dos tumores (Reis et al. 2004). Dentre os 56 transcritos 

com expressão significativamente alterada, e correlacionados com o grau de Gleason dos 

tumores, apontamos para um conjunto de 24 lncRNAs dentro de regiões intrônicas, que foram 

identificados como diferencialmente expressos (Reis et al. 2004). O lncRNA transcrito na 

direção antissenso no locus do gene RASSF1 era o candidato que apresentou a maior 

correlação com o grau de Gleason dos tumores, e motivou o interesse do grupo em estudar 

este locus gênico.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho buscou caracterizar funcionalmente ANRASSF1, um RNA não codificador 

intrônico longo unspliced, expresso na orientação antissenso do gene RASSF1. Para isso, foi 

investigado o envolvimento desse lncRNA em eventos regulatórios transcricionais do gene 

RASSF1 e suas isoformas. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Caracterização de ANRASSF1 quanto a sua expressão antissenso, seu tamanho 

completo, sua biogênese, presença da modificação cap 5', estabilidade, localização 

sub-celular e abundância. 

2. Identificação de uma região promotora de ANRASSF1 para validar este lncRNA como 

uma unidade transcricional independente. 

3. Avaliar os efeitos da super-expressão e silenciamento de ANRASSF1 na expressão das 

isoformas de RASSF1.  

4. Identificar o possível mecanismo de regulação das isoformas de RASSF1 pelo lncRNA 

ANRASSF1.  

5.  Identificar um possível efeito fenotípico da super-expressão ou silenciamento de 

ANRASSF1 em células em cultura 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Linhagem celular humana e condições de cultivo 

Para a realização deste trabalho foi utilizada principalmente a linhagem celular 

humana de adenocarcinoma cervical, HeLa (CCL-2), que é amplamente utilizada na 

comunidade científica para diversos estudos. Outras linhagens celulares humanas utilizadas 

foram HEK293 (célula embrionária de rim); LNCaP (célula tumoral de próstata); MCF7 

(célula tumoral de mama); 786-O (célula tumoral de rim); MDA-MB-231 (célula tumoral e 

metastática de mama); HepG3 (célula tumoral de fígado); RC-124 (célula normal de rim) e 

NHF (célula normal de fibroblasto). Este conjunto de linhagens celulares foi utilizado apenas 

no experimento de RT-PCR fita específica item 3.6.2. e a linhagem tumoral de próstata 

LNCaP também foi utilizada para sequenciamento de larga escala no item 3.8.  

Todas as linhagem foram adquiridas da ATCC (American Type Culture Collection) e 

cultivadas à 37 
o
C em atmosfera de 5% de CO2 em meio de cultura apropriado, conforme 

recomendações da ATCC. O meio recomendado e utilizado para a linhagem celular HeLa foi 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Cultilab), suplementado com SFB (Soro Fetal 

Bovino) (Cultilab) 10%, bicarbonato de sódio 1,2 g/L, glicose 4,2 g/L e com os antibióticos 

penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 μg/mL). Para a manutenção das células em 

cultura, ao atingirem aproximadamente 80% da densidade de saturação as células foram 

lavadas com solução salina PBS (Phosphate Buffered Saline) (NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, 

Na2HPO4 8mM e KH2PO4 1,5mM, pH 7,2) e subcultivadas após o uso de solução de tripsina 

0,1% (Cultilab). Os estoques celulares foram mantidos no meio de cultivo com 10% de 

DMSO (dimetilsulfóxido) (Sigma) e armazenados em freezer a -80 
o
C. 

Para os experimentos de inibição de RNA Polimerase II, as células foram semeadas 

(~2 x 10
6 

células HeLa em placas de 56 cm
2
) e cultivadas por 24 horas, quando o meio de 

cultura foi trocado por meio fresco com α-amanitina (Sigma) 50 μg/mL ou com o veículo 
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(H2O MilliQ estéril) e tratadas por 9 horas (Lee et al. 2004; Nakaya et al. 2007; Raha et al. 

2010). 

Para os experimentos de meia vida, as células foram semeadas (~2 x 10
6 

células HeLa 

em placas 56 cm
2
) e cultivadas por 24 horas, quando o meio de cultura foi trocado por meio 

fresco com actinomicina-D (Invitrogen) 10 μg/mL ou com o veículo (DMSO) e coletadas em 

diferentes tempos: 0, 1, 3, 6 e 8 horas (Ebralidze et al. 2008). 

 

3.2 Extração de RNA, purificação e tratamento com DNase  

Células HeLa foram cultivadas em frascos apropriados até a confluência desejada, 

lavadas com PBS e descoladas da superfície do frasco por tratamento com 0,1% de tripsina 

seguido da adição de meio de cultura contendo SFB, ou apenas removidas do frasco raspando 

as células com cell scraper (“rodo” de borracha) em PBS (no caso dos tratamentos com α-

amanitina, actinomicina-D, item 3.1). Em seguida, as células foram sedimentadas por 

centrifugação a 325 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi removido. Os sedimentos de 

células foram utilizados imediatamente (no caso do fracionamento celular, item 3.11) ou 

mantidos a -80 
o
C até extração do RNA. O isolamento do RNA foi realizado utilizando 

TRizol (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante, e eluído em um volume de 100 

L de água tratada com DEPC (Invitrogen). Em seguida, o RNA é submetido a uma etapa de 

purificação e tratamento com DNaseI utilizando o kit RNAspin (GE Healthcare), de acordo 

com o protocolo do fabricante, com alteração do tempo de incubação da DNaseI de 45 min 

para 1 hora. O RNA purificado é armazenado a -80 
o
C. 
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3.3 Avaliação da qualidade do RNA  

As amostras foram quantificadas por sua densidade óptica a 260nm, e sua pureza 

atestada pela razão 260/280nm. As medidas foram realizadas no espectrofotômetro NanoDrop 

(Thermo Scientific). 

O RNA foi analisado quanto à sua qualidade utilizando-se o equipamento Bioanalyzer 

2100 (Agilent Technologies), que realiza uma eletroforese capilar de alta tensão. A 

integridade das amostras foi avaliada com o programa 2100 Expert (Agilent). Este programa 

atribui um valor de integridade de RNA (RNA Integrity Number, RIN), que permite uma 

estimativa da integridade por meio da análise das intensidades das bandas de todo o traçado 

eletroforético da amostra, e não apenas da razão entre as bandas dos RNA ribossomais. 

Apenas amostras que tinham uma boa integridade (RIN > 8) foram utilizadas em todos os 

experimentos. 

Além disso, somente RNAs que não apresentavam contaminação com DNA genômico 

foram utilizados para os ensaios. Para certificar a ausência de DNA genômico nas amostras de 

RNA, foi realizada uma PCR (50 L, em 40 ciclos) do gene α-tubulina utilizando os 

oligonucleotídeos iniciadores para α-Tubulina (Tabela 1) e 1µg de RNA total de cada 

amostra, sem transcrição reversa, como molde para a reação de PCR (conforme será descrito 

no item 3.6.1). 

 

3.4 Desenho de oligonucleotídeos iniciadores (Primers) 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados nos ensaios de transcrição reversa fita 

específica, clonagem, presença da modificação 5´cap, RACE e caminhada com 

oligonucleotídeos (primer walking) foram desenhados utilizando-se o programa Primer3 

(Rozen and Skaletsky 2000) e estão descritos na Tabela 1.  
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Tabela 1. Oligonucleotídeo iniciadores utilizados para  RT-fita específica, clonagem, ensaio 

da presença de 5’-cap, RACE e caminhada com oligonucleotídeos iniciadores (Primer 

walking) 

Alvo 
Nome dos  oligonucleotídeos 

iniciadores 
Sequência 

RT-fita específica 

ANRASSF-

SENSO 
ANRASSF1_Senso_F CCGCGCAGAATTAGCCTCT 

ANRASSF-

ANTISSENSO 
ANRASSF1_Antissenso_R CCAATGAGGAAAGGGGAAGT 

PCR contaminação DNA genômico 

α-TUBULINA 

 

α-TUBULINA_RT_F TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG 

α-TUBULINA_RT_R AGTGCCAGTGCGAACTTCATC 

clonagem (super-expressão e ensaio de promotor) 

Antisense-

Transcript 

ANRASSF_KpnI_F TGGGTACCGCAGCGGGTGGAGTACTTG 

ANRASSF_HindIII_R TGAAGCTTCCAATGAGGAAAGGGGAAGT 

Antisense-

Promoter 

pANRASSF_F_BglII-AS AGATCTGACCCAGGACGCGGCAAC 

pANRASSF_R_HindIII-AS AAGCTTCCAGAGGCCACTCTTGTGC 

Sense-Promoter 
pANRASSF_F_HindIII-S AAGCTTGACCCAGGACGCGGCAAC 

pANRASSF_R_BglII-S AGATCTCCAGAGGCCACTCTTGTGC 

ensaio da presença de estrutura 5’-cap  

snRNA U15A snRNA U15A_F GAAGAGATGATGACGAGTCTGACTTG 

snRNA U15A snRNA U15A_R GAAATTACTTCAACCAGGGCTCTTT 

ANRASSF1 ANRASSF1_RT_F GGCAATTAGAACGCTCCTTG 

ANRASSF1 ANRASSF1_RT_R CTGTGCTAGGCGATAGAGATCC 

α-TUBULIN α-TUBULIN_RT_F TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG 

α-TUBULIN α-TUBULIN_RT_R AGTGCCAGTGCGAACTTCATC 

RACE e caminhada com oligonucleotídeos iniciadores (Primer Walking) 

 ANRASSF_ RACE(3)External_R   ACCTCACACTGCTACGCGGACT 

 ANRASSF_RACE(3)_nested_R   GCCTGCTCAACAGTTGGATCTC 

 ANRASSF_RACE(5)_External_F   GAGCGTTCTAATTGCCGATTTCC 

 ANRASSF_RACE(5)_nested_F CGGCGGCACAGAGAGGCTAATTCTGCG 

 ANRASSF_Walk_F1 GTCCGCTTGCAGCGGGTG 

 ANRASSF_Walk_F2 AGCCTGGGTCAGCCTGGG 

 ANRASSF_Walk_F3 CACAAGAGTGGCCTCTGGC 

 ANRASSF_Walk_F4 ACAGACCCCACCTACCACAG 

 ANRASSF_Walk_F10 GGAAGGTGCGGGAAGTG 

 ANRASSF_Walk_TSS_F1 GGAATGACCTCATCGCTCCG 

 ANRASSF_Walk_TSS_F2 CAACCGTTAAGACTGAAACGTAGATCG 

 ANRASSF_Walk_TSS_F3 ACGCACGCTTCGCCCC 

 ANRASSF_Walk_R GTATGGGAAGGGCGAGGAT 
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Já para os experimentos que utilizaram PCR quantitativo, os oligonucleotídeos 

iniciadores utilizados foram desenhados no programa Primer Express versão 3.0 (Applied 

Biosystems), de acordo com os parâmetros padrão e estão descritos na tabela 2.  

 

Tabela 2. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para qPCR, ChIP e metilação do DNA. 

Alvo 

Nome dos 

oligonucleotídeos 

iniciadores 

Sequência 

qPCR 

ANRASSF1 
ANRASSF1_RT_F GGCAATTAGAACGCTCCTTG 

ANRASSF1_RT_R CTGTGCTAGGCGATAGAGATCC 

RASSF1C 
RASSF1C_RT_F GAAATGACCTGGAGCAGCAC 

RASSF1C_RT_R TTGATCTGGGCATTGTACTCC 

RASSF1A 
RASSF1A_RT_F ACCTCTGTGGCGACTTCATC 

RASSF1A_RT_R GTTCGTGTCCCGCTCCAC 

MALAT1 
MALAT1_RT_F TTTGATCTAGCACAGACCCTTCAC 

MALAT1_RT_R GACCTCGACACCATCGTTACCT 

LincSFPQ 
LincSFPQ_RT_F TCGTACTGTTAGGCCCTTGG 

LincSFPQ_RT_R AACCTTGCATGAAGAGCACC 

HOTAIR 
HOTAIR_RT_F GAGAGCCAGAGGAGGGAAGAG 

HOTAIR_RT_R CACGTTTGTTCCGGGAACTG 

α-TUBULINA 

 

α-TUBULINA_RT_F TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG 

α-TUBULINA_RT_R AGTGCCAGTGCGAACTTCATC 

pre-tRNA
Tyr

 
pre-tRNA

Tyr
_F AAAAAACCGCACTTGTCTCCTTCG 

pre-tRNA
Tyr

_R CCTTCGATAGCTCAGCTGGTAGAG 

c-myc 
c-Myc_RT_F TCAAGAGGTGCCACGTCTCC 

c-Myc_RT_R TCTTGGCAGCAGGATAGTCCTT 

HPRT1 
HPRT1_F TGACACTGGCAAAACAATGCA 

HPRT1_R GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

ChIP 

Promotor 

RASSF1A 

Promotor-RASSF1A_F TAGAGGAAGAGGGTCCCCACAT 

Promotor-RASSF1A_R TGGGTAGGCCAAGTGTGTTG 

Promotor 

HYAL2 

Promotor- HYAL2_F GACGTGGCCGCCCATT 

Promotor- HYAL2_R CTCGTGGCTGAGACTCCCATA 

Promotor 

TUSC2 

Promotor- TUSC2_F GGCTGTCTCCACGGAAACC 

Promotor- TUSC2_R CCCCACGACTTGAGCAACA 
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Metilação do DNA 

Promotor 

RASSF1A 

Promotor-RASSF1A_F TAGAGGAAGAGGGTCCCCACAT 

Promotor-RASSF1A_R TGGGTAGGCCAAGTGTGTTG 

Promoter 

RASSF1C 

Promoter-RASSF1C_F TTCGCGCGGTGAAGTACTG 

Promoter-RASSF1C_R GCGCCTTCTTTCGAAATGAC 

Promoter 

ZMYND10 

Promoter- ZYMD10_F AATCCGGGCGGGTCTCTAG 

Promoter- ZYMD10_R GAAAGCGCTGGGAATCCAA 

Promoter 

NPRL2 

Promoter- NPRL2_F GCCTCACAGTTGTCTGCGAAT 

Promoter- NPRL2_R GCTCAACTGGCTGCCTGAA 

Promoter 

HOXA9 

Promoter- HOXA9_F TGACCTTGAATGGCCCAAAG 

Promoter- HOXA9_R CTGGTCACAGCAGGTAGGGTTAG 

 

3.5 Transcrição reversa e síntese de cDNA 

3.5.1 Transcrição reversa 

Para a transcrição reversa e síntese de cDNA fita simples foi utilizado 1 µg de RNA 

total de cada condição experimental. Cada amostra foi transcrita com o kit SuperScript III 

First Strand Synthesis Mix (Invitrogen), utilizando oligonucleotideos iniciadores oligo-dT(20) 

ou hexameros randômicos, segundo as recomendações do fabricante, com incubação à 50 
o
C. 

Uma pré-incubação de 3 min a 85 
o
C foi introduzida no protocolo, antes da fase de 

anelamento, para desnaturar completamente o RNA. Após o término da fase de anelamento, a 

reação foi mantida a 50 
o
C, para a adição da enzima em tampão pré-aquecido à 50 

o
C, 

eliminando-se a etapa de resfriamento no gelo. 

 

3.5.2 Transcrição reversa fita específica 

Para validar a hipótese de que ANRASSF1 era transcrito antissenso, foi realizada uma 

transcrição reversa fita-específica utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos 

complementares à sequência genômica da fita mais ou da fita menos no locus de ANRASSF1, 

em regiões que tivessem sobreposição apenas com os introns do gene codificar RASSF1A, 
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conforme indicado na Figura 4B. Foi utilizado para a transcrição reversa 3 µg de RNA total 

das linhagens de células testadas, Transcriptase Reversa (SuperScript III First Strand 

Synthesis Mix, Invitrogen) segundo as recomendações do fabricante, com incubação a 57 
o
C. 

Uma pré-incubação de 3 min a 85 
o
C foi introduzida no protocolo, durante a fase de 

anelamento, para desnaturar completamente o RNA. Após o termino desta fase o meio é 

mantido a 57 
o
C, para acrescentar a enzima, eliminando-se a etapa de resfriamento no gelo. 

Como controle adicional, uma transcrição reversa sem oligonucleotídeos iniciadores foi 

incluída para mostrar que o cDNA gerado não é um artefato causado por iniciador gerado a 

partir do auto-anelamento de um RNA ou por contaminação de DNA genômico.  

 

3.6 Reação da Polimerase em Cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR) 

3.6.1 PCR 

Para amplificar os transcritos de interesse, foi realizada reação em cadeia da 

polimerase (PCR) utilizando-se 0,2 µM de oligonucleotídeos iniciadores específicos para cada 

transcrito e 1U de Taq Polimerase (GoTaq Green Master Mix; Promega), segundo as 

instruções do fabricante. Utilizou-se 250ng de DNA genômico de células HeLa como controle 

positivo da reação e H2O DEPC (Invitrogen) como controle negativo. O produto da reação foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose 1,7% contendo brometo de etídeo 0,5 g/mL em 

tampão TAE (Tris-Acetato 40mM, EDTA 1mM). O produto da reação foi visualizado em um 

fotodocumentador MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging Systems) sob luz UV e as imagens foram 

adquiridas através do programa GelCapture (DNR Bio-Imaging Systems).  
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3.6.2 PCR quantitativa em tempo real 

As reações da PCR quantitativa em tempo real (qPCR) foram feitas em triplicata em um 

volume de 20µL contendo 10µL de Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems), 5µL de 

cDNA da transcrição reversa (diluído 1:6) e 3,2µM de oligonucleotídeos iniciadores Foward 

e Reverse específicos para cada gene. A reação foi realizada no aparelho 7500 Real–Time 

PCR System (Applied Biosystems) utilizando os parâmetros padrão do aparelho.  

O ciclo da PCR no qual a intensidade de fluorescência do Sybr Green, ligado à dupla 

fita de DNA amplificado, é detectada determina o Ct do gene (Cycle threshold – ciclo 

referência). Este Ct é uma medida relativa da quantidade inicial de moléculas do transcrito 

alvo presente no cDNA ou DNA genômico. Quanto menor o Ct, mais expresso é o transcrito. 

Para tornar as medidas de expressão comparáveis entre as amostras usa-se como referência o 

Ct de um gene constitutivo ou que não tenha sua expressão alterada nas diferentes condições 

de estudo. O 5S rRNA foi utilizado como normalizador no experimento de α-amanitina,  α-

Tubulina como normalizador nos demais experimentos em que utilizou-se cDNA. Para os 

experimentos de ChIP e RIP utilizou-se a medida da quantidade inicial (input) do alvo 

presente na amostra (Tabela 2) como normalizador, e por fim, nos ensaios de detecção de 

metilação do DNA utilizou-se a medida da condição sem adição de enzima como 

normalizador.  

Calcula-se o delta-Ct (ΔCt) pela diferença entre a média das triplicatas (réplicas 

técnicas) do Ct do gene em análise e o Ct médio do normalizador. A partir dos valores de ΔCt 

calcula-se o valor de delta-delta-Ct (ΔΔCt) que consiste na subtração do ΔCt obtido nas 

diferentes condições testadas (tratamento e controle). A diferença de expressão relativa do 

gene em estudo, fold change, é calculada como 2
-ΔΔCt

. Para a análise de meia-vida, o fold 

change foi calculado a partir do delta-Ct obtido pela diferença entre a média do Ct detectado 

para o gene em análise em células tratadas com actinomicina D e o Ct médio do mesmo gene 
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detectado em células controle não tratadas. A significância estatística da diferença de 

expressão dos transcritos testados por qPCR entre condições distintas (tratamento e controle) 

foi medida utilizando o teste t de Student (pareado, bicaudal, homocedástico), considerando-

se como limiar de significância p-valor <0,05. Neste teste, foram considerados os valores 

médios de ΔCt de cada condição, referentes à pelo menos 3 réplicas biológicas 

 

3.7 RACE e caminhada com oligonucleotídeos iniciadores (primer walking) 

Para determinar o tamanho completo do transcrito, ensaios de RACE (Rapid 

Amplification of cDNA Ends) foram realizados para obtenção da sequência das extremidades 

5´e 3´. Foi utilizado cDNA comercial de colo de útero (Human Colon Marathon-Ready; 

Clontech) preparado a partir de RNA poliA, contendo adaptadores em cada uma das 

extremidades, e Advantage 2 polymerase (Clontech) de acordo com o manual do fabricante 

para a amplificação por RACE (5´ e 3´). Dois oligonucleotídeos específicos complementares a 

sequência do ANRASSF1 foram desenhados ancorados em suas pontas, orientados para as 

extremidades da mensagem, de forma a possibilitar a utilização de cada oligo em reações de 

PCR sequênciais (Nested), que aumentam a especificidade dos produtos gerados; os 

oligonucleotídeos estão descritos na tabela 1. 

Para obter a sequência final da extremidade 5´ do transcrito realizamos o ensaio de 

caminhada com oligonucleotídeos (primer walking). Realizamos predições in silico para 

identificar o possível local do início da transcrição (TSS) com o programa TSSW 

(http://www.softberry.com), utilizando como entrada a sequencia da região identificada como 

promotora do ANRASSF1, ver item 3.13. Foram desenhados oligonucleotídeos específicos 

“forward” para cada TSS predita e um oligonucleotídeo específico “forward” alternativo a 30 

nt mais acima de cada região. Amplificação por PCR (item 3.6.1) foi realizada com cada um 

desses oligonucleotídeos específicos a partir de cDNA fita específica (item 3.5.2), utilizando 

http://www.softberry.com/
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como segundo membro do par o oligonucleotídeo específico que se anele em uma porção 

conhecida da extremidade 5´; os oligonucleotídeos estão descritos na tabela 1.  Os produtos da 

amplificação por PCR foram clonados conforme será descrito no item 3.12 e enviados para 

sequenciamento, para confirmar se a sequência amplificada era a mesma da predita. 

 

3.8 Sequenciamento em larga escala e análise de bioinformática 

Optamos por contratar o serviço de sequenciamento Illumina da facility da Scripps 

Clinic de San Diego, onde foi utilizado o equipamento Hiseq-2000 (Illumina) com o kit 

Directional mRNA-Seq Sample Preparation (Illumina) que gera fragmento de 100 pb e 

aproximadamente 100 milhões de sequências por lane. Utilizamos o programa TopHat 

(Trapnell et al. 2009) para mapear as sequências no genoma humano e no locus de RASSF1A. 

 

3.9 Análise in silico da co-expressão de ANRASSF1 e do gene RASSF1  

A análise in silico foi realizada utilizando dados públicos de expressão de 

microarranjo da plataforma Affymetrix HG-U133 Plus2, que estão depositados e disponíveis 

no site do National Center for Biotechnology Information (NCBI) no banco de dados Gene 

Expression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). O método de processamento 

do RNA e da hibridação podem ser encontrados nas publicações originais. Os dados de 

expressão e a anotação das amostras foram carregados do NCBI GEO: GSE5823 (Cappellen 

et al. 2007), GSE11118 (Byun et al. 2009). Para cada estudo, foi realizada uma análise de 

correlação de Pearson entre os dados de expressão para o probe set (conjunto de sondas) 

240278_at (ANRASSF1) e para o probe set 204346_s_at (locus inteiro do RASSF1, incluindo 

todas as isoformas). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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3.10 Tratamento enzimático para análise de presença da modificação cap 5'  

A enzima Tobacco Acid Pyrophospahatase (TAP; Epicentre Biotechnologies) cliva a 

ligação pirofosfato do nucleotídeo com a estrutura cap, guanosina metilada 5'-terminal, 

deixando um monofosfato livre na extremidade 5'. A enzima Terminator 5'-Phosphate-

Dependent Exonuclease (5'-Exo; Epicentre Biotechnologies) é uma exonuclease processiva 5' 

→ 3' que digere RNAs 5'- monofosfato. Inicialmente, 5 µg de RNA total de células HeLa 

foram tratados com 15 U da enzima Tobacco, na presença de 40 U do inibidor de RNAse 

RNAseOUT (Invitrogen) durante 2h a 37 
o
C. Em paralelo, foram feitos dois tratamentos sem 

enzima, um deles foi utilizado como controle negativo e o outro foi submetido à próxima 

etapa de clivagem enzimática pela 5'-Exo (TAP
-
/5'-Exo

+
). Após isso, as 3 amostras foram 

purificadas usando RNeasy Micro Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. O 

RNA recuperado após o tratamento com TAP foi submetido ao tratamento com a enzima 5'-

Exo (1 U para 1 µg de RNA), na presença de 40 U de RNAseOUT (Invitrogen) (TAP
+
/5'-

Exo
+
), 2h a 37 

o
C. A amostra TAP

-
/5'-Exo

+
 foi sujeita ao mesmo tratamento enzimático com 

5'-Exo, enquanto o controle negativo foi novamente sujeito às mesmas condições de reação, 

exceto pelo fato de não receber adição de enzima (TAP
-
/5'-Exo

-
). Em seguida, as amostras 

foram purificadas usando RNeasy Micro Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do 

fabricante.  

 

3.11 Fracionamento celular 

O fracionamento celular foi realizado conforme o protocolo descrito em Topisrovic et 

al. (Topisirovic et al. 2003). As células (~3 x 10
7
) foram coletadas e sedimentadas (conforme 

descrito no item 3.2), em seguida foram lavadas em PBS pH 7,4 gelado, ressuspendidas 

gentilmente em tampão de lise (Tris pH 8,4 10 mM, NaCl 140 mM, MgCl2 1,5 mM, 0,5% 

NP-40, DTT (ditiotreitol) 1mM e RNasin (100 U/ml) (Promega)) e incubadas em gelo durante 
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5 minutos. A eficiência da lise, presença de células intactas versus núcleos livres, foi 

verificada através da análise de uma alíquota de 1 µL do lisado por microscopia de luz visível, 

utilizando o microscópio Olympus CKX41. Em seguida, as suspensões celulares foram 

centrifugadas a 1.000 g durante 5 min a 4 
o
C e o sobrenadante foi salvo como fração 

citoplasmática. Os sedimentos (frações nucleares) foram ressuspendidos em tampão de lise 

acrescido de 3,3% de deoxicolato de sódio e 6,6% de Tween 40 e submetidos à nova 

centrifugação a 1.000 g para remoção completa de resquícios da fração citoplasmática. O 

sobrenadante foi descartado e o sedimento foi coletado como fração nuclear. As frações 

nucleares e citoplasmáticas foram ressuspendidas em 1 mL e 4 mL de TRizol (Invitrogen), 

respectivamente, e armazenadas a -80 
o
C. 

 

3.12 Clonagem 

Após amplificação dos transcritos de interesse por PCR, o produto da reação foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose 1,7% contendo brometo de etídeo 0,5 g/mL em 

tampão TAE (Tris-Acetato 40mM, EDTA 1mM). O produto da reação foi visualizado em um 

fotodocumentador MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging Systems) sob luz UV. As bandas 

correspondentes aos produtos de PCR obtidos foram cortadas do gel e purificadas com o kit 

Quiack Gel Extraction (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. Os produtos da 

PCR purificados foram clonados em pGEM-T Easy Vector System (Promega), de acordo com 

o protocolo do fabricante. Em seguida, foi realizada diálise por 2 horas utilizando-se uma 

membrana VS de 0,025 µm (Millipore) para a remoção dos sais da reação. A reação dialisada 

foi utilizada para a transformação de células competentes de Escherichia coli, cepa DH10B 

(Invitrogen), por meio de eletroporação. Imediatamente após a eletroporação, 400 L de meio 

SOC (bacto-triptona 20 mg/ml, extrato de levedura 5 mg/ml, NaCl 0,584 mg/ml, KCl 0,186 

mg/ml, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glicose 20 mM, pH 7,0) foram adicionados às 
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células, que foram incubadas a 37 
o
C por 1h. Posteriormente, as bactérias foram semeadas em 

meio LB-ágar (peptona de caseína 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, ágar 

bacteriológico 1,4%, pH 7,0) contendo ampicilina (10 mg/mL), X-Gal 20 mg/ml (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside) e IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) 20 

mg/ml e mantidas a 37 
o
C durante uma noite. As colônias selecionadas foram coletadas e 

inoculadas em 5 mL de meio LB líquido com ampicilina (10 mg/mL) a 37 
o
C, durante uma 

noite, com agitação constante. A extração do DNA plasmidial contendo o inserto foi realizada 

com o Plasmid Mini Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. O DNA obtido 

foi quantificado por sua densidade óptica a 260 nm e sua pureza foi atestada pela razão 

260/280 nm. As medidas foram realizadas no espectrofotômetro NanoDrop (Thermo 

Scientific). As construções foram utilizadas para a preparação dos vetores de transfecção do 

ensaio de promotor e super-expressão, como descrito a seguir nos itens 3.13 e 3.14 e para 

sequenciamento de produtos de amplificação por PCR. 

O seqüenciamento foi realizado no aparelho ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems) 

conforme recomendações do fabricante, sendo que as reações de seqüenciamento foram 

realizadas com Big dye terminator mix (Perkin Elmer) de acordo com as instruções do 

fabricante. 

 

3.13 Ensaio de promotor 

Uma possível região promotora bidirecional que abrangia o sitio de inicio de 

transcrição (TSS) de ANRASSF1 (denominado promotor antissenso; está na fita mais do DNA 

genômico) e RASSF1C (denominado promotor senso; está na fita menos do DNA genômico) 

foi predita in silico no trabalho de (Davuluri et al. 2001), esquema na Figura A. Essas 

possíveis regiões promotoras foram amplificadas por PCR conforme descrito no item 3.6.1 

utilizando oligonucleotídeos iniciados específicos (Tablea 1) e DNA genômico como molde, 
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clonadas no pGEM-T vector (Promega) conforme descrito item 3.12. Em seguida, foram 

excisadas desse vetor pelas endonucleases BglII e HindIII (New England Biolabs) conforme 

descrição do fabricante e foram inseridos no plasmídeo pGL3-Basic vector (Promega), 

previamente digerido com as mesmas endonucleases. As sequências dos promotores 

antissenso e senso foram inserida a montante da região do vetor pGL3 que codifica para a 

enzima Firefly luciferase do vagalume Photinus pyralis, que foi utilizada no ensaio de 

promotor. A ligação do produto da excisão no pGL3-Basic vector, transformação de bactérias 

competentes com o plasmídeos e extração dos vetores das bactérias foram realizadas 

conforme descrito no item 3.12. 

Os ensaios de atividade promotora foram realizados na linhagem celular humana 

HeLa, cujas células foram semeadas em placas de 24 poços (4 x 10
5
 células), e as transfecções 

foram realizadas com o reagente FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche), segundo 

instruções do fabricante. As células foram transfectadas em triplicatas biológicas com um dos 

plasmídeos pGL3_promotor-antissenso, pGL3_promotor-senso, pGL3-SV40 (controle 

positivo) ou pGL3-vazio (controle negativo) e todas foram co-transfectadas com o plasmídeo 

pRL-SV40 (Promega). Este último é utilizado para normalização da eficiência de transfecção, 

segundo protocol do fabricante.  

Para avaliação da atividade de promotor, foi utilizado o sistema Dual-Luciferase 

Reporter Assay System (Promega), segundo instruções do fabricante. As reações foram 

realizadas em placa branca opaca (Falcon) de 96 poços e as medidas de emissão de luz foram 

obtidas em luminômetro MicroLumat Plus (Microplate Luminometer LB – Berthold 

Technologies) com o programa WinGlow (Berthold Technologies) utilizando-se os seguintes 

parâmetros: intervalo de medida 1 de 10 s, intervalo de medida 2 de 1 s e temperatura de 25 

°C. A razão do valor obtido para cada medida das luciferases Firefly e Renilla de cada poço 
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foi calculada (Unidade Relativa de luz), assim como a média aritmética da razão de três 

réplicas da transfecção com cada plasmídeo. 

 

3.14 Super-expressão 

O transcrito ANRASSF1 foi amplificado por PCR conforme descrito item 3.6.1 

utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos (Tabela 1) e como molde da amplificação 

foi utilizado cDNA proveniente de RT-fita específica do ANRASSF1 conforme descrito no 

item 3.5.2. O produto da reação de PCR foi clonado no pGEM-T vector (Promega) conforme 

descrito no item 3.12. Em seguida, foi excisado o ANRASSF1 desse vetor pelas endonucleases 

KpnI e HindIII (New England Biolabs) conforme recomendação do fabricante e foi inserido 

no plasmídeo pCEP4 (Invitrogen), previamente digerido com as mesmas endonucleases. O 

vetor pCEP4 possui gene que confere resistência ao antibiótico Higromicina B, que foi 

utilizada na etapa de seleção das células transfectadas com os vetores. A ligação do produto 

da excisão no vetor pCEP4, transformação de bactérias competentes com o plasmídeos e 

extração dos vetor das bactérias foram realizadas conforme descrito no item 3.12. 

Visando a super-expressão do ANRASSF1 de maneira estável, os vetores 

pCEP4_ANRASSF1 e pCEP vazio (controle) foram linearizados com a endonuclease NheI 

(New England Biolabs), conforme descrição fabricante. Células HeLa foram semeadas em 

placas de 6 poços (5x10
5
 células) e mantidas em cultura até atingirem a confluência de 80%, e 

em seguida foram misturadas com 1,6 µg do vetor pCEP4 ANRASSF1 ou do vetor pCEP, 

linearizado, diluído no reagente FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche), segundo 

instruções do fabricante. Foram realizadas 3 transfecções independentes de cada construção, 

pCEP4 ANRASSF1 ou pCEP vazio (como controle).  

 Após 48 horas da transfecção, as células foram tratadas com 200 ng/ml de 

Higromicina B (Gibco), para selecionar as células transfectadas com o vetor pCEP4 que 
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confere as células resistência a Higromicina B. Como controle da seleção uma placa com 

células HeLa submetidas às mesmas condições de transfecção sem adição de vetor, foi 

submetida ao tratamento de Higromicina B. A seleção ocorreu com meio de cultura com 

antibiótico de 4 em 4 dias. A seleção foi mantida até uma semana após as células utilizadas 

como controle da seleção da transfecção terem 100% de morte celular quando observadas ao 

microscópio Axiovert 200 (Zeiss). 

 

3.15 RNAi 

Nos ensaios de supressão da expressão do lncRNA ANRASSF1, os oligonucleotídeos 

dupla-fita de RNA foram desenhados no BLOCK-iT™ RNAi Designer (Invitrogen) segundo 

protocolo do fabricante, utilizando somente os trechos de sequência que mapeiam nos introns 

do gene codificador de proteína RASSF1A do mesmo locus do lncRNA antissenso para evitar 

o silenciamento do transcrito maduro do gene codificador de proteína. Como controle 

negativo foram desenhados no mesmo programa siRNAs com a mesma composição de bases, 

porém em sequência embaralhada; as sequências dos siRNAs estão descritas na Tabela 3. As 

células HeLa foram transfectadas com um pool de 3 siRNA contra ANRASSF1 ou um pool de 

3 siRNA controle na concentração total de 15 nM (5 nM cada siRNA) utilizando 

lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) conforme descrição do fabricante. Após 48 h do 

tratamento o RNA total das células em cultura foi extraído conforme descrito no item 3.2 e 

avaliada a expressão dos alvos por RT-qPCR conforme descrito nos itens 3.5.1 e 3.6.2. 
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Tabela 3. Sequências usadas no ensaio de siRNA  

Alvo 
Nome do 

oligonucleotídeo 
Sequência 

ANRASSF1 stealth_ANRASSF_1 GGGAAAUCGGCAAUUAGAACGCUCC 

ANRASSF1 stealth_ANRASSF_1 GGAGCGUUCUAAUUGCCGAUUUCCC 
 stealth_controle_1 GGGCUACGGUAAGAUCAACGAAUCC 
 stealth_controle_1 GGAUUCGUUGAUCUUACCGUAGCCC 

ANRASSF1 stealth_ANRASSF_3 UGGAUCUCUAUCGCCUAGCACAGAA 

ANRASSF1 stealth_ANRASSF_3 UUCUGUGCUAGGCGAUAGAGAUCCA 
 stealth_controle_3 UGGUCUCGCUAAUCCCACGAUAGAA 
 stealth_controle_3 UUCUAUCGUGGGAUUAGCGAGACCA 

ANRASSF1 stealth_ANRASSF_2 CGACCUAUCUCAGUGGGUUACCUCA 

ANRASSF1 stealth_ANRASSF_2 UGAGGUAACCCACUGAGAUAGGUCG 
 stealth_controle_2 CGAAUCUCUGAGUGGUUCACCCUCA 
 stealth_controle_2 UGAGGGUGAACCACUCAGAGAUUCG 

 

3.16 Western blot 

Células HeLa foram cultivadas em frascos apropriados até a confluência desejada, 

lavadas com PBS e descoladas da superfície do frasco por tratamento com 0,1% de tripsina 

seguido da adição de meio de cultura contendo SFB. Em seguida, as células foram 

sedimentadas por centrifugação a 325 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi removido. O 

sedimento de células foi lavado com PBS, novamente sedimentado por centrifugação a 325 x 

g por 5 minutos e o sobrenadante foi removido. Em seguida, o sedimento de células foi 

ressuspenso em tampão de lise gelado (imidazol 20 mM (pH 7.2), EDTA1 mM, sacarose 250 

mM com complete protease inhibitor cocktail (Roche)) e sonicado no aparelho Sonic 

Dismembrator Model 500 (Fischer Scientific), submetido a três pulsos de 10 segundos com 

amplitude de 30 % e intervalo de 30 segundos em gelo. A concentração das proteínas 

presentes no lisado foi determinada utilizando o BCA protein assay (Bio-Rad) conforme 

descrição do fabricante e a absorbância medida no espectrofotômetro SpectraMax Paradigm 

(Molecular Devices). 
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Quantidades iguais de proteínas (40 µg) foram separadas por SDS-PAGE com 10% de 

poliacrilamida, ao lado de um padrão de massa molecular de proteínas Prestained Protein 

Marker (Fermentas) e posteriormente transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

Hybond-C Extra (Amersham Biosciences) utilizando o transferidor semi-seco TE 77 PWR 

(Amersham Biosciences). 

As membranas foram bloqueadas em 10 ml de solução de bloqueio (400 mg BSA /10 

mL PBS; Sigma) durante 1 hora. Em seguida, foram incubadas com os anticorpos primários: 

anti-RASSF1A (Abcam – ab23950; na diluição 1:7500) e anti-actina (Millipore – mab1501 na 

diluição 1:9000) em uma nova solução de bloqueio por 16 hrs, sendo em seguida lavadas com 

PBS Tween 0,1%, uma vez por 15 minutos e duas vezes por 5 minutos. Após as lavagens as 

membranas foram incubadas com o anticorpo secundário que é marcado com Alexa flúor 680 

(Invitrogen) por 1 hora, e em seguida as lavagens descritas acima foram repetidas. O sinal de 

fluorescência foi analisado com Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) e as 

intensidades foram quantificadas com Odyssey Software Aplicativo v3 (LI-COR Biosciences). 

O valor de densitometria foi definido como a razão entre as médias das medidas das 

intensidades de RASSF1A normalizadas pela actina, em cada condição (super-expressando 

ANRASSF1 ou controle) em um total de três réplicas biológicas. 

A significância estatística da diferença entre as condições comparadas foi medida 

utilizando o teste t de Student (pareado, bicaudal, homocedástico), considerando-se como 

limiar de significância p-valor <0,05.  

 

3.17 Ensaio de proliferação 

Para determinar se as células HeLa super-expressando ANRASSF1 ou depletadas de 

ANRASSF1 por RNAi sofrem alteração do coeficiente de proliferação celular, por alteração 

dos níveis de RASSF1A, utilizamos o kit CellTiter 96 AQueous One Solution Cell 
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Proliferation Assay (Promega), um método colorimétrico de determinação do número de 

células viáveis, que foi realizado com duração de 48 hrs, conforme descrição do fabricante. 

Cada par de réplicas biológicas foi plaqueado na mesma placa de 96 poços e três réplicas 

foram testadas tanto nos ensaios de super-expressão como RNAi. O coeficiente de 

proliferação foi avaliado pela medida de absorbância de formazan nos tempos de 24 e 48 hrs, 

como recomendado no kit CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega) no espectrômetro SpectraMax Paradigm (Molecular Devices). O coeficiente de 

proliferação foi definido como a razão entre as médias das medidas dos tempos de 48 hrs  e 

24 horas. No caso do ensaio de proliferação juntamente com RNAi (item 3.14), após 24 hrs da 

transfecção dos siRNA a proliferação foi avaliada conforme descrito acima. A significância 

estatística da diferença entre as condições comparadas foi medida utilizando o teste t de 

Student (pareado, bicaudal, homocedástico), considerando-se como limiar de significância p-

valor <0,05.  

 

3.18 Imunoprecipitação de complexos ribonucleoproteicos - RIP 

 Células HeLa foram cultivadas em frascos apropriados até a confluência desejada, 

lavadas com PBS e descoladas da superfície do frasco por tratamento com 0,1% de tripsina 

seguido da adição de meio de cultura contendo SFB. Em seguida, as células foram 

sedimentadas por centrifugação a 325 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi removido. Os 

sedimentos de células foram utilizados imediatamente. 

 A imunoprecipitação de complexos ribonucleoproteicos (RIP - RNA-Binding Protein 

Immunoprecipitation) foi realizada em 2x10
7 

células HeLa em triplicata, utilizando o Magna 

RIP RNA-Binding Protein Immunoprecipitation Kit (Millipore), segundo protocolo do 

fabricante.  
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Os seguintes anticorpos foram utilizados da Millipore anti-SUZ12 (03-179) e IgG de 

camundongo não imunizado (12-371). Os RNAs co-imunoprecipitados foram purificados por 

meio da utilização de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico seguida de clorofórmio, e 

precipitados com etanol 100% a -80 °C por 16 horas. Os RNAs foram quantificados 

utilizando o reagente RiboGreen (Invitrogen) conforme protocolo do fabricante e sua 

qualidade avaliada conforme item 3.3. Os RNAs alvos co-imunoprecipitados foram avaliados 

quanto ao seu nível de  expressão e de ligação nos complexos proteicos por RT-qPCR 

conforme descrito nos itens 3.5.1 e 3.6.2. 

 

3.19 Imunoprecipitação da cromatina - ChIP 

Para realizar a imunoprecipitação da cromatina (ChIP - Chromatin 

Immunoprecipitation) inicialmente foi adicionado ao meio de cultura das células HeLa 

formaldeído 1,1%, e as placas foram mantidas à temperatura ambiente por 10 min, a fim de 

promover ligações cruzadas para fixação das proteínas associadas à cromatina (crosslink). Em 

seguida, o meio foi incubado com glicina 125 mM por 5 min, para interromper a formação de 

ligações cruzadas, e, em seguida, removido. A partir desse passo seguimos o protocolo EZ-

Magna ChIP A Chromatin Immunoprecipitation Kit  (Millipore) que consistia em etapas de 

neutralização do formaldeído, lavagens, recuperação das células, fracionamento celular, lise 

nuclear, fragmentação da cromatina e a imunoprecipitação com os anticorpos específicos.  Os 

seguintes anticorpos foram utilizados da abcam anti-H3K27me3 (ab6002), da Millipore anti-

SUZ12 (03-179) e IgG de camundongo não imunizado (12-371). A avaliação da ligação das 

proteínas ao DNA foi realizada por qPCR descrito no item 3.6.2. 
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3.20 Ensaio de detecção de metilação do DNA 

Células HeLa foram cultivadas em frascos apropriados até a confluência desejada, 

lavadas com PBS e descoladas da superfície do frasco por tratamento com 0,1% de tripsina 

seguido da adição de meio de cultura contendo SFB. Em seguida, as células foram 

sedimentadas por centrifugação a 325 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi removido. Os 

sedimentos de células foram utilizados imediatamente. 

O DNA das células HeLa super-expressando ANRASSF1 e controle foi extraído com 

fenol/clorofórmio e proteinase K conforme descrito por (Sambrook and Russell 2001). O 

DNA extraído (10 µg) foi fragmentado aleatoriamente por sonicação utilizando o aparelho 

Sonic Dismembrator Model 500 (Fischer Scientific), submetido a quatro pulsos de 10 

segundos com amplitude de 11 % e intervalo de 30 segundos em gelo. A eficiência de 

sonicação foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 2%. Em seguida, 1 µg do DNA 

sonicado foi tratado com 100 U da endonuclease dependente de metilação McrBC (New 

England Biolabs) a 37
o
C por 16 hrs, segundo recomendações do fabricante. Em paralelo como 

controle foi incubado 1 µg do DNA sonicado nas mesmas condições sem adição de enzima. A 

avaliação da quantidade de DNA não metilado foi  realizada por qPCR (oligonucleotídeos 

iniciadores estão descritos na tabela 2) como descrito no item 3.6.2 em três réplicas 

biológicas. 

 

3.21 Permeabilização celular e tratamento com RNase 

Células HeLa foram cultivadas em frascos apropriados até a confluência desejada, 

lavadas com PBS e descoladas da superfície do frasco por tratamento com 0,1% de tripsina 

seguido da adição de meio de cultura contendo SFB. Em seguida, as células foram 

sedimentadas por centrifugação a 325 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi removido. Os 

sedimentos de células foram utilizados imediatamente. 
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O tratamento com RNase foi realizado em 1,5x10
7
 células HeLa permeabilizadas em 1 

mL de PBT (PBS; 0,05% Tween 20), posteriormente adicionado 1000 U/mL de RNase A 

(Sigma), 1000 U/mL de RNase H (Invitrogen) ou 1000 U/mL SUPERNase In (Ambion) 

inibidor de RNase e mantidas a 25
o
C por 8 h sob agitação de 500 rpm no TermoMix 

(Eppendorff) conforme descrito em (Bertani et al. 2011). Após o tratamento de RNase, uma 

alíquota (70% vol) foi utilizada para realizar ChIP conforme descrito item 3.19 com os 

anticorpos da Milipore anti-SUZ12 (03-179), anti-RNA Pol II clone CTD4H8 (05-623B) e 

IgG de camundongo não imunizado (12-371). A restante alíquota (30% vol) foi utilizada para 

extração de RNA conforme descrito no item 3.2, sua qualidade averiguada conforme item 3.3, 

e avaliada a expressão dos alvos por RT-qPCR conforme descrito nos itens 3.5.1 e 3.6.2.  
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4. RESULTADOS 

4.1 – Identificação do RNA não codificador antissenso ao gene RASSF1 

(ANRASSF1- Antisense Noncoding RNA RASSF1)   

Em 2004 nosso grupo apontou para um conjunto de 24 lncRNAs dentro de regiões 

intrônicas, que foram identificados como diferencialmente expressos em 27 pacientes com 

diferentes graus de malignidade de tumor de próstata (Reis et al. 2004). Nesse conjunto, 

encontramos um lncRNA antissenso no segundo intron da isoforma RASSF1A e no primeiro 

intron da isoforma RASSF1C. Sua expressão foi confirmada por RT-PCR fita específica e 

northern blot e foi determinado que seu tamanho era de 1.1 kb. Esse transcrito antissenso 

apresentou uma maior expressão em tumor de alto grau de Gleason e menor expressão em 

tumores de baixo Gleason.  

Posteriormente, em outro trabalho em 2007, nosso grupo identificou, por meio de 

buscas no banco de dados público de ESTs (dbEST), um conjunto de 67.731 possíveis  longos 

ncRNAs unspliced que mapearam em regiões intrônicas de genes que codificam proteínas 

(Nakaya et al. 2007). Como o locus do gene RASSF1 se mostrou interessante nos dados de 

microarranjo obtidos em 2004, fomos procurar se havia alguma predição de transcrição de 

lncRNAs nesse locus. Identificamos três lncRNAs no locus de RASSF1 (Figura 2), sendo que 

dois desses lncRNAs (lncRNA_1 e lncRNA_2) tinham sobreposição com o transcrito 

antissenso identificado no trabalho de 2004 (Reis et al. 2004) (Figura 2). O outro lncRNA 

(lncRNA_3), representado por um cluster de ESTs de 580 pb, se localizava um pouco antes 

do início de transcrição da isoforma RASSF1C e tinha sobreposição com os introns 1 e 2 e 

exon 2 da isoforma RASSF1A (Figura 2). 
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Figura 2 – Região genômica do gene RASSF1. (A) Em azul escuro são os RefSeq genes e 

azul claro UCSC know genes, em preto lncRNA antissenso identificado no trabalho de (Reis 

et al. 2004) e em verde predições de lncRNA identificados no trabalho de (Nakaya et al. 

2007). Os retângulos mais grossos em azul representam exons codificadores, retângulos mais 

finos representam UTRs, linhas horizontais finas com setas representam introns e as setas 

mostram a orientação dos transcritos no genoma. O gene RASSF1 está na fita – do genoma 

enquanto os lncRNAs estão na fita + do genoma. 

 

 

A plataforma de microarranjo desenvolvida por nosso grupo em 2007 (Nakaya et al. 

2007) continha sonda apenas para o lncRNA_1 do locus RASSF1 e esta não apresentou 

diferença de expressão entre os três tecidos testados (fígado, próstata e rim). Com isso, como 

alternativa para avançar no estudo desse locus, olhamos se os microarrranjos comerciais da 

Affymetrix apresentavam sondas específicas para a região de interesse. Na plataforma 

GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix) identificamos sondas 

específicas para o lncRNA_3, que estão na orientação antissenso do gene codificador de 

proteína, além de sondas para o todo o locus RASSF1.  

Dessa forma, realizamos uma análise in silico da co-expressão dos dois transcritos, 

com dados públicos desse microarranjo (GSE 5823 (Cappellen et al. 2007) e GSE 11118 

(Byun et al. 2009)) e encontramos uma correlação negativa estatisticamente significante entre 

a expressão de RASSF1 e a expressão de lncRNA_3 em 3 linhagens celulares (MCF-7, HeLa 

e MDA-MB-231) (Figura 3A). Adicionalmente, em células Jurkat submetidas a estresse 

mitótico, RASSF1 mostrou um aumento de 1,5 vezes após uma hora de tratamento com 

ésteres de forbol e ionomicina e foi observada uma correlação negativa de sua expressão com 

a expressão do lncRNA_3 (Figura 3B). Nesse sentido, foi descrito que RASSF1, em conjunto 

com Daxx, constitui um checkpoint mitótico em situações de estresse, em que a células param 
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de se dividir e eventualmente morrem (Giovinazzi et al. 2012). Devido a correlação negativa 

observada entre o lncRNA_3 e RASSF1, levantamos a hipótese que este lncRNA poderia estar 

envolvido na regulação da expressão gênica desse locus e optamos por focar apenas no estudo 

desse transcrito. 

 

Figura 3 - Correlação inversa entre os genes RASSF1 e lncRNA_3. (A) Expressão de 

RASSF1 e lncRNA_3 obtidas por medida de microarranjos da Affymetrix em células HeLa, 

MDA-MB-231 e MCF-7, a partir de dados públicos GSE5823 (Cappellen et al. 2007). (B) 

Expressão de RASSF1 e lncRNA_3 obtidas por medida de microarranjos da Affymetrix em 

células Jurkat submetidas a estresse mitótico induzido por tratamento com ésteres de forbol e 

ionomicina durante 30 e 60 min, a partir de dados públicos GSE11118 (Byun et al. 2009). 

 

Uma vez que identificamos a expressão do lncRNA_3 com orientação antissenso em 

relação ao gene codificador de proteína no microarranjo da Affymetrix, e que as ESTs 

utilizadas para montar o lncRNA_3 foram originadas de bibliotecas de cDNA sem orientação 

e expressas em diversos tecidos humanos, buscamos confirmar este resultado por RT-PCR fita 

específica em diversas linhagens celulares.  

Demonstramos que o lncRNA_3, de fato, era antissenso ao gene codificador de proteína 

e é expresso em 9 linhagens celulares (Figura 4A). Denominamos o lncRNA_3 como 

Antisense Noncoding RNA RASSF1 (ANRASSF1 – RNA não codificador antissenso ao gene 

RASSF1). Vale ressaltar que ANRASSF1 também foi detectado nas linhagens celulares HeLA, 

MCF7 e MDA-MB-231, as mesmas presentes na meta-análise do microarranjo da Affymetrix 

(Figura 3A), onde se observou uma correlação negativa entre a expressão do gene RASSF1 e 

de ANRASSF1. 
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Em seguida, realizamos a técnica de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) para 

estender ambas as extremidades 5’ e 3’ do transcrito ANRASSF1. O produto do RACE-PCR 

para a extremidade 3' estendeu-se por 38 nt a partir da predição de ESTs existente, com 5 nt 

mapeando no genoma e com uma sequência  adicional de 33 adeninas, correspondendo a uma 

possível cauda poli (A) (Figura 4B). Este achado é amparado pela identificação de um sinal 

conservado de poliadenilação (ATTAAA) a 17 nt a montante da cauda poli (A) nesta região, 

utilizando a ferramenta de predição de sinal de poliadenilação polyadq (Colgan e Manley, 

1997; Tabaska e Zhang, 1999). Foram combinadas as abordagens de RACE-PCR para a 

extremidade 5' e caminhada com oligonucleotídeos iniciadores (primer-walking PCR), 

resultando  na extensão de 205 nt na extemidade 5’ (Figura 4B, caixa vermelha), o que 

permitiu a descrição do transcrito completo de  ANRASSF1 com tamanho total de 790 nt. 

Além disso, nosso grupo realizou sequenciamento em larga escala (com sequenciador 

de nova geração) de RNA poli(A)+ de células LNCaP, utilizando um método fita-específico, 

capaz de revelar se a transcrição se origina na fita mais ou na fita menos do genoma. Esses 

dados de sequenciamento foram utilizados para investigar a fundo o locus de RASSF1, e foi 

possível a confirmação do comprimento e da orientação antissenso de ANRASSF1 (Figura 

4C), como já foi apontado por RACE, RT-PCR fita específica (Figura 4B) e microarranjo 

Affymetrix. 

Para excluir a possibilidade de que esse lncRNA tenha potencial para codificar 

proteínas, fizemos uma análise utilizando o programa CPC (Coding Potential Calculator) 

(Kong et al. 2007). Obtivemos como resultado que ANRASSF1 apresenta potencial negativo 

de codificação. Além disso, o programa ORF Finder (Sayers et al. 2010) conseguiu predizer 

apenas dois peptídeos curtos, com 52 e 79 aminoácidos; nenhum dos peptídeos curtos preditos 

exibiu similaridade significativa com qualquer peptídeo conhecido ou domínio de proteína, 

portanto ANRASSF1 foi considerado um lncRNA. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Rapid_Amplification_of_cDNA_Ends
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Figura 4 - RNA não codificador antissenso ANRASSF1 é expresso no locus genômico  de 

RASSF1. (A) ANRASSF1 foi detectado em várias linhagens celulares humanas por PCR 

apenas na orientação antissenso (AS) e não na orientação senso (S), relativa ao gene 

codificador de proteína.  Oligonucleotídeos iniciadores específicos foram usados para a 

reação de transcrição reversa (RT) (setas curtas de números 2 e 3 sob e sobre o ANRASSF1, 

respectivamente, no painel B). Reação de RT na ausência de oligonucleotídeo iniciador foi 

utilizada como controle negativo (Ctl). Setas curtas de números 1 e 4 (painel B) indicam 

oligonucleotídeos iniciadores usados para a PCR. (B) Representação esquemática do locus 

RASSF1. Isoformas do gene codificador de proteína RASSF1 (RefSeq-anotadas) estão 

mostradas em preto; montagem de ANRASSF1 a partir das evidências de ESTs públicas  em 

cinza claro; porções estendidas por 5’- RACE e caminhada com oligonucleotídeos iniciadores 

(primer-walking) ou 3’- RACE estão em vermelho, com um segmento poli-A na extremidade 

3’. Setas indicam a orientação das sequências. (C) RNA-seq fita-específico de RNA polyA+ 

de células LNCaP. Sequências mapeadas no locus genômico de RASSF1 estão mostradas no 

diagrama, e as cores correspondem à fita de cada transcrito. 

 

 

Em seguida, medimos a expressão do lncRNA ANRASSF1 e do gene RASSF1A em 

linhagens celulares tumorais e normal de mama (Figura 5A) e de próstata (Figura 5B). 

Verificamos que um menor nível de expressão de ANRASSF1 em linhagens de células 
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normais, em comparação com as linhagens tumorais em ambos os tecidos, e um padrão 

oposto para RASSF1A, que foi detectado com uma maior expressão em células normais, em  

comparação com as linhagens celulares tumorais. Dessa forma, a correlação inversa entre a 

expressão de ANRASSF1 e a expressão de RASSF1, que encontramos nos dados públicos de 

microarranjos, foi confirmada aqui em duas linhas de células tumorais e uma linhagem de 

células normais em cada um dos dois diferentes tecidos, apontando para um possível papel na 

tumorigênese. 

 

 

Figura 5 - Correlação inversa entre a expressão de ANRASSF1 e RASSF1A em 

linhagens celulares normais e tumorais. Expressão de ANRASSF1 e do gene RASSF1A em 

linhagens de (A) mama  e (B) próstata. Linhagens celulares tumorais (barras brancas) e 

normais (barras hachuradas). Dados referentes à média de três ou duas réplicas biológicas de 

cada linhagem. Os valores de expressão nas linhagens tumorais são mostrados em  relação à 

expressão detectada nas células normais; os dados foram normalizados pela expressão de 

HPRT1. 

 

 

4.2 - Caracterização de ANRASSF1 

Partimos para a caracterização de ANRASSF1 quanto à sua biogênese, presença de cap 

5’, estabilidade, localização celular, presença de região promotora e abundância. Inicialmente, 

com o objetivo de responder se ANRASSF1 é transcrito pela RNA Polimerase II (RNAP II), 

tratamos células HeLa com α- amanitina. A α-amanitina é um peptídeo cíclico de oito 



54 

 

aminoácidos que na concentração usada em nossos experimentos inibe a enzima RNAP II por 

bloquear sua translocação sobre o DNA durante a elongação da transcrição (Bushnell et al. 

2002; Gong et al. 2004). Realizamos a extração de RNA de três réplicas biológicas de células 

HeLa tratadas e não-tratadas (controle) com α-amanitina (10 μg/ml) durante 9 h, seguindo 

essencialmente protocolos de trabalhos já publicados (Lee et al. 2004; Nakaya et al. 2007; 

Raha et al. 2010). Como controle negativo e normalizador do experimento (RT-qPCR), 

utilizamos o transcrito pre-tRNA
Tyr

, que é sintetizado pela RNAP III, que não é sensível a 

baixas concentrações de α- amanitina, tais como as utilizadas nestes experimentos (Jacob et 

al. 1970; Kedinger et al. 1970; Lindell et al. 1970). Por RT-qPCR, identificamos que o 

ANRASSF1 é transcrito pela RNAP II, visto que houve uma diminuição da sua abundância 

após o tratamento com α-amanitina (Erro! Fonte de referência não encontrada.6A). O 

mesmo resultado foi observado para o controle positivo, alfa tubulina (Erro! Fonte de 

referência não encontrada.6A), gene sabidamente transcrito pela RNAP II. 

Para investigar se ANRASSF1 possui a modificação 7-metil guanosina na extremidade 

5' (cap 5'), característica de mRNAs transcritos pela RNAP II, foi utilizado o tratamento 

enzimático para remoção do cap 5' com a enzima Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) e 

posterior digestão dos RNAs por uma enzima 5'-exonuclease (5'-Exo), que digere RNAs que 

possuem 5' - monofosfato. Os RNAs com a extremidade 5' protegida pela presença de cap 5' 

são resistentes à digestão pela 5'-Exo, enquanto RNAs sem cap 5' ou parcialmente degradados 

são digeridos pela enzima. Foram feitas duas condições de tratamento: i) amostra tratada com 

TAP e 5'-Exo (TAP
+
/5'-Exo

+
) e ii) amostra tratada apenas com 5'-Exo (TAP

-
/5'-Exo

+
). A 

amostra TAP
-
/5'-Exo

+
 foi submetida à incubação com o mesmo tampão e temperatura da 

amostra a ser tratada com a enzima TAP, previamente ao tratamento com a enzima 5´-Exo, o 

que assegura que as amostras em estudo (TAP
+
/5'-Exo

+ 
e TAP

-
/5'-Exo

+
) ficassem sujeitas as 
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mesmas condições e portanto, susceptíveis ao mesmo nível de degradação inespecífica do 

RNA por RNases contaminantes. 

A detecção da presença ou ausência de cap 5' via tratamento enzimático (TAP/5'-Exo) 

foi verificada através de PCR. A Erro! Fonte de referência não encontrada.6B mostra que 

ANRASSF1 possui cap na sua extremidade 5´, por não ser degradado com tratamento apenas 

com 5'-Exo. Ao removermos o cap 5' com a enzima TAP e depois tratarmos essa fração com a 

5'-Exo, observamos uma diminuição do produto amplificado em relação ao tratamento apenas 

com 5'-Exo. O mesmo foi observado no controle positivo com alfa tubulina, demonstrando 

que as condições de tratamento com as enzimas foram eficientes na remoção do cap 5´. O 

snoRNA (small nucleolar RNA), snRNA U15A, que não possui cap 5' (Tycowski et al. 1993), 

foi usado como controle negativo para o tratamento com as enzimas (Erro! Fonte de 

referência não encontrada.B).  

 

 

 

Figura 6 - ANRASSF1 é transcrito pela RNAPII e possui a estrutura cap 5'. (A) Células 

HeLa foram tratadas com o inibidor de RNA Polimerase 2 (RNAPII) α-amanitina (barra 

preta) ou com o veículo (barra cinza) por 24 h. A abundância do transcrito ANRASSF1 foi 

medida por RT-qPCR. Os resultados foram normalizados pelo nível de pre-tRNA
tyr

, que é 

transcrito pela RNAPIII. O mRNA de α-tubulina, que é transcrito pela RNAPII, foi utilizado 

como controle positivo. Foram realizadas três réplicas biológicas; barras de erro referem-se ao 

desvio padrão. Asteriscos indicam diminuição significativa de ANRASSF1 após o tratamento 

com o inibidor de RNAPII (teste-t, p < 0,0001). (B) RNA total de células HeLa foi digerido 

exclusivamente com 5’-exonuclease (5’-Exo) ou em combinação com tobacco acid 

pyrophosphatase (TAP), como indicado. Subsequentemente, as amostras foram submetidas à 

transcrição reversa seguida de PCR, com oligonucleotídeos iniciadores para ANRASSF1 (27 

ciclos de PCR), α-tubulina (controle positivo, 14 ciclos de PCR) ou snRNA U15A, que não 

possui 5’cap (controle negativo, 22 ciclos de PCR), como indicado. 
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Para estudar a estabilidade de ANRASSF1, medimos a mudança de sua expressão após 

a inibição da transcrição com actinomicina D, durante cinco diferentes tempos de tratamento 

(0, 1, 3, 6 e 8 h). A actinomicina D é um antibiótico polipeptídico cíclico, que forma um 

complexo estável com o DNA fita simples no complexo de iniciação da transcrição, 

bloqueando a elongação da transcrição pelas RNA polimerases (Sobell 1985). Para este 

experimento, foi extraído RNA de duas réplicas biológicas independentes de células HeLa 

tratadas com actinomicina D ou com seu veículo (DMSO; controle) e realizado RT-qPCR em 

cada condição e tempo. A partir destas medidas foi calculada a meia-vida de ANRASSF1 por 

meio do modelo de one-phase exponential decay (Graphpad 5.02), segundo descrito em 

(Clark et al. 2012). A meia vida de ANRASSF1 foi de 53 min (Figura 7A) e a meia-vida do 

mRNA c-Myc, controle do experimento, foi de 20 min (Figura 7A), compatível com medidas 

de estabilidade já descritas na literatura para este mRNA, em torno 15 min (Dani et al. 1984; 

He et al. 2000). 

 

 

 

Figura 6 - Meia-vida de ANRASSF1 (A) Estabilidade do transcrito ANRASSF1 em células 

HeLa. As células foram tratadas com o inibidor transcricional actinomicina D ou com o 

veículo por 0, 1, 3, 6 e 8 h. Os níveis de ANRASSF1 e c-Myc foram medidos por RT-qPCR e 

normalizados por uma amostra não tratada. Foram realizadas duas réplicas biológicas; barras 

de erro referem-se ao desvio padrão. A meia-vida (t1/2) obtida para cada uma das curvas 

ajustadas usando one-phase exponential decay está mostrada. 
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Para identificar a localização sub-celular de ANRASSF1, foram realizados 

experimentos de fracionamento celular para obtenção de frações nucleares e citoplasmáticas 

de células HeLa, por meio de lise em condições que rompem a membrana plasmática, mas 

mantém o envelope nuclear intacto. Através de eletroforese capilar, foi observado um sensível 

enriquecimento do precursor rRNA 32S na fração nuclear em relação à fração citoplasmática, 

atestando a boa qualidade do fracionamento (Figura 8A). Este resultado mostrou-se 

semelhante ao obtido com o método original de fracionamento descrito na literatura (Gondran 

et al. 1999) e indica que a contaminação nuclear nas frações citoplasmáticas obtidas é ausente 

ou muito limitada. Além disso, como controle da qualidade do fracionamento, foi realizado 

RT-qPCR de amostras de RNA obtidas de cada compartimento, utilizando oligonucleotídeos 

iniciadores para o ncRNA MALAT1 (Hutchinson et al. 2007), que é sabidamente retido no 

núcleo. A quantificação feita por RT-qPCR mostra uma detecção do ANRASSF1 100 vezes 

maior no núcleo em relação ao citoplasma (Figura 88B). 

Para avaliar a abundância relativa de ANRASSF1, comparamos seu nível de expressão 

com os níveis de expressão de alguns lncRNAs descritos na literatura como muito 

abundantes, e com os níveis de expressão das duas principais isoformas do gene codificador 

de proteína do mesmo locus, RASSF1A e RASSF1C, usando RT-qPCR. Foi possível observar 

que ANRASSF1 apresenta uma baixa expressão quando comparado com os lincRNAs 

MALAT1 (Ji et al. 2003), HOTAIR (Rinn et al. 2007) e lincRNA SFPQ (Khalil et al. 2009) e 

com os genes do locus RASSF1 (Figura 88C). Este último achado, em parte, já havia sido 

observado nos dados de intensidade das sondas específicas para ANRASSF1 e RASSF1 do 

microarranjo da Affymetrix (Figura 3). 

Por último, identificamos um possível promotor bidirecional na região que abrange os 

sítios de início de transcrição de ANRASSF1 e RASSF1C, que foram denominados promotor 

antissenso e promotor senso, respectivamente (Figura 9A). Estes promotores foram preditos in 
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silico no trabalho de (Davuluri et al. 2001), disponível como track no UCSC Genome 

Browser. Para avaliação da atividade promotora, foi utilizado o sistema Dual-Luciferase 

Reporter Assay System, que realiza a medida da atividade da enzima Firefly luciferase, 

seguida da inativação desta enzima e posterior medição da atividade da Renilla luciferase. 

 

 

Figura 8 - ANRASSF1 é enriquecido na fração nucelar e possui baixa abundância 

comparado com outros lncRNAs (A) Os painéis representam o perfil analítico das 

preparações de RNA total de citoplasma e núcleo após tratamento com DNAse, obtidos a 

partir de eletroforese capilar no Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). O painel à 

esquerda mostra a imagem de eletroforese virtual reconstruída após análise no Bioanalyzer. O 

painel à direita apresenta o eletroferograma, com os dois picos maiores representando os 

rRNAs 18S e 28S (da esquerda para a direita, respectivamente). A seta indica a presença do 

precursor 32S rRNA, observado apenas na fração nuclear. (B) Abundância relativa do 

transcrito ANRASSF1 nos compartimentos nuclear/citoplasmático. Frações celulares 

enriquecidas em RNAs nucleares ou citoplasmáticos foram preparadas em duplicata; barras de 

erro referem-se ao desvio padrão. Quantidades iniciais comparáveis de cada fração foram 

usadas nas RT-qPCR para medir ANRASSF1. (C) Níveis de expressão de lncRNAs 

abundantes e das principais isoformas de RASSF1 relativo a ANRASSF1. Os níveis de 

expressão foram medidos em células HeLa por RT-qPCR e normalizados por ANRASSF1. 

Está mostrada a média de três experimentos independentes; barras de erro referem-se ao 

desvio padrão. 

 

 



59 

 

Esta segunda medida é utilizada para a normalização dos valores da atividade Firefly 

luciferase, a fim de se reduzir as variações decorrentes de diferenças nas eficiências de 

transfecção. Os promotores candidatos foram clonados no plasmídeo pGL3, a montante do 

gene da luciferase, e a quantificação da atividade do promotor foi feita medindo-se a 

intensidade luminosa emitida pela luciferase após a reação com seu substrato. Também foram 

utilizados nos ensaios de atividade de promotor, como controle positivo e negativo, os 

plasmídeos pGL3-SV40 e pGL3-vazio, respectivamente. 

A atividade do possível promotor antissenso do ANRASSF1 foi detectada (Figura 9B) 

em HeLa, bem como a atividade do promotor de RASSF1C (Figura B). Esse resultado 

confirma que o promotor é bidirecional, sendo responsável pela transcrição de ANRASSF1 e 

de RASSF1C. Principalmente, o resultado mostra a detecção de um promotor específico para 

ANRASSF1, o que indica que esse lncRNA representa uma unidade transcricional 

independente. 

 

 
 

Figura 9 – Ensaio de atividade do promotor de ANRASSF1. (A) Localização genômica e 

tamanho das construções do promotor clonado upstream ao gene da Luciferase. (B) Atividade 

das diversas construções medidas em unidades relativas de luz. Os plasmídeos pGL3-Control 

e pGL3-Basic foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente. 
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4.3 – Abundância de ANRASSF1 modula a expressão de RASSF1A e afeta a 

taxa de proliferação de células em cultura 

Visto que encontramos uma correlação negativa em células HeLa entre a expressão de 

ANRASSF1 e a expressão do gene RASSF1, testamos se a abundância do lncRNA poderia 

modular a expressão do gene codificador de proteína no mesmo locus (RASSF1A e 

RASSF1C), atuando em cis. Inicialmente, o transcrito antissenso foi clonado no plasmídio de 

expressão em mamíferos pCEP4 (pCEP4-ANRASSF1), e foi transfectado de maneira estável 

(integrado no genoma) em 3 réplicas biológicas de células HeLa. Realizamos também uma 

transfecção com o vetor vazio linearizado (pCEP4-vazio) para ser utilizada como controle 

negativo do experimento. A seleção da população de células resistentes foi feita com 

Higromicina B, um antibiótico que inibe a síntese proteica através da interrupção da 

translocação da sub-unidade 80S do ribossomo e também por causar erros no processo de 

tradução. Após a seleção, a medida dos níveis de expressão de ANRASSF1, RASSF1A e 

RASSF1C foram realizadas por RT-qPCR nas células transfectadas com pCEP4-ANRASSF1 

ou pCEP4-vazio.  

As células HeLa transfectadas com pCEP4-ANRASSF1 apresentaram níveis de 

expressão do ANRASSF1, em média, 40 vezes maior quando comparado ao controle (Figura 

10A), células HeLa transfectadas com pCEP4-vazio, confirmando a super-expressão do 

lncRNA. Nas células super-expressando o ANRASSF1 foi observado que os níveis endógenos 

de RASSF1A diminuem para 20% quando comparados com células controle (Figura 10B). 

Interessantemente, a abundância da isoforma RASSF1C não foi afetada pela super-expressão 

do lncRNA (Figura 10C) . 

Em paralelo, os níveis da proteína RASSF1A foram determinados por western blot nas 

duas linhagens de células. Observamos que houve uma redução na quantidade de proteína 

RASSF1A nas células transfectadas com pCEP4-ANRASSF1, quando comparadas com as 

células controle (Figura 10D). Análise de densitometria óptica de três réplicas de western blot 
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revelou que as células transfectadas com pCEP4-ANRASSF1 apresentaram uma redução de 

57% nos níveis da proteína RASSF1A, quando comparadas com os níveis endógenos das 

células controle (Figura 10E).   

 
 

Figura 10 - Super-expressão de ANRASSF1 promove a diminuição da isoforma 

RASSF1A e aumenta a proliferação celular. (A) Expressão de ANRASSF1 em células HeLa 

que foram transfectadas com vetor contendo ANRASSF1 (pCEP4-ANRASSF1) relativa a 

expressão em células HeLa transfectadas com o vetor vazio (pCEP4-vazio). Expressão 

relativa foi detectada por RT-qPCR e normalizada por α-tubulina; dados referentes à média de 

três experimentos de transfecção independentes; barras de erro referem-se ao desvio-padrão. 

O asterisco é indicativo de diferença estatisticamente significante (teste-t, p < 0,01, n=3). (B) 

Expressão relativa da isoforma RASSF1A em células transfectadas com ANRASSF1 e células 

controle, como descrito em (A). O asterisco é indicativo de diferença estatisticamente 

significante (teste-t, p < 0,01, n=3). (C) Expressão relativa da isoforma RASSF1C em células 

transfectadas com ANRASSF1 e células controle, como descrito em (A). (D) Western blot do 

lisado proteico de células HeLa controle (pCEP4-vazio) ou de células transfectadas com 

ANRASSF1 (pCEP4-ANRASSF1), utilizando anticorpo contra a proteína RASSF1A. 

Anticorpo contra actina foi usado como controle. (E) Análises de densitometria do western 

blot mostrado em (D), onde os níveis proteicos relativos de RASSF1A foram normalizados 

pela actina; os dados são referentes à média de três réplicas biológicas; barras de erro referem-

se ao desvio-padrão. O asterisco é indicativo de diferença estatisticamente significante (teste-

t, p < 0,02, n=3). (F) Coeficiente de proliferação de células transfectadas com ANRASSF1 

relativo a células controle. Coeficiente de proliferação foi definido como a média das medidas 

dos pontos de 48 horas dividida pela média de 24 horas. Os ensaios foram feitos em triplicata; 

barras de erro referem-se ao desvio-padrão. O asterisco indica a existência de uma taxa de 

proliferação estatisticamente significante maior em pCEP4-ANRASSF1 comparado ao 

controle (teste-t, p < 0,03, n=3). 
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Para checar se a diminuição da quantidade da proteína RASSF1A, causada pela super-

expressão de ANRASSF1, resultaria em alterações detectáveis ao nível celular (alterações 

fenotípicas), foram realizados ensaios de proliferação. Foi observado que as células super-

expressando ANRASSF1 proliferaram significativamente mais rápido do que as células 

controle (Figura 10F), com um aumento médio de 1,22 vezes na taxa de proliferação (p 

<0,03). Esse aumento observado na taxa de proliferação, em consequência da diminuição na 

abundância RASSF1A, está de acordo com a função conhecida desta proteína de atuar como 

supressor tumoral.  

Posteriormente, para melhor documentar o efeito de ANRASSF1 sobre a abundância da 

expressão de gene RASSF1A, foram desenhados oligonucleotídeos de RNA específicos para o 

silenciamento de ANRASSF1 por siRNAs. Células HeLa foram transfectadas com um 

conjunto de três siRNAs específicos para ANRASSF1 (siRNA-ANRASSF1) ou com um 

conjunto de três siRNA controle, com sequência embaralhada. O conjunto siRNA-ANRASSF1 

diminuiu significativamente a expressão de ANRASSF1 para 39% do seu nível endógeno, em 

comparação com o controle (Figura 11A). Em paralelo, foi observado um aumento de 2,25 

vezes na expressão do gene RASSF1A (Figura 11B). Por outro lado, a abundância da isoforma 

RASSF1C não foi afetada pela diminuição de ANRASSF1 (Figura 11C), o que é análogo ao 

que foi descrito mais acima, quando RASSF1C não sofreu efeito aparente com a super-

expressão de ANRASSF1.  

Em seguida, foram realizados ensaios de proliferação celular para testar se o 

silenciamento de ANRASSF1, e o consequente aumento de seu nível de expressão, acarretaria 

em uma diminuição na taxa de proliferação da célula. Foi observado que as células nas quais 

ANRASSF1 foi silenciado proliferavam significativamente mais lentamente do que as células 

controle (Figura 11D), com uma diminuição média de 15% na taxa de proliferação em 

comparação com as células controle (p <0,02).  
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Em conjunto, os dados de super-expressão e silenciamento de ANRASSF1 apontam 

para um mecanismo de modulação da expressão de RASSF1A mediado por ANRASSF1. 

 

 
 

Figura 7 - Efeito da depleção de ANRASSF1 na expressão das isoformas de RASSF1 e na 

proliferação celular (A) Níveis de expressão de ANRASSF1 em células tratadas com siRNA-

ANRASSF1 relativo a expressão de ANRASSF1 em células controle tratadas com siRNA-

controle. Expressão relativa detectada por RT-qPCR e normalizada por α-tubulina referente à 

média de três experimentos independentes de transfecção; barras de erro referem-se ao 

desvio-padrão. O asterisco indica diferença estatisticamente significante (teste-t, p < 0,01, 

n=3). (B) Níveis de expressão relativa de RASSF1A em células tratadas com siRNA-

ANRASSF1 e em células tratadas com siRNA-controle, como descrito em (A). O asterisco é 

indicativo de diferença estatisticamente significante (teste-t, p < 0,01, n=3). (C) Níveis de 

expressão relativa de RASSF1C em células tratadas com siRNA-ANRASSF1 e em células 

tratadas com siRNA-controle, como descrito em (A). (D) Coeficiente de proliferação de 

células tratadas com siRNA-ANRASSF1 relativo a células controle (siRNA-controle). 

Coeficiente de proliferação foi definido como a média das medidas dos pontos de 48 horas 

dividida pela média de 24 horas.  Os ensaios foram feitos em triplicata, e é mostrada a média; 

barras de erro referem-se ao desvio-padrão. O asterisco indica a existência de uma taxa de 

proliferação estatisticamente significante e menor em células tratadas com siRNA-ANRASSF1 

comparado às células controle (teste-t, p < 0,02, n=3). 

 

4.4 – A trimetilação da histona H3K27 no promotor de RASSF1A é 

dependente do nível de ANRASSF1 ligado à PRC2 

 

Procuramos ter uma visão mecanística sobre o envolvimento do lncRNA ANRASSF1 

na regulação da expressão RASSF1A. Já foi descrito que RASSF1A é regulado 

epigeneticamente por metilação do DNA de sua região promotora (Dammann et al. 2000). 

Como vimos que ANRASSF1 se localiza no núcleo de HeLa e que sua super-expressão 
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provoca  a diminuição da expressão de RASSF1A, existe uma possibilidade que este lncRNA 

possa estar envolvido no recrutamento de algum dos fatores regulatórios (MYC/PRC2) 

associados ao silenciamento de RASSF1A por meio da metilação do DNA do seu promotor ou 

por trimetilação da histona H3K27 (Palakurthy et al. 2009). Adicionalmente trabalhos 

recentes têm mostrado que uma fração dos lncRNAs retidos no núcleo estão envolvidos com 

o recrutamento de complexos remodeladores da cromatina, incluído Polycomb (Khalil et al. 

2009; Tsai et al. 2010; Guttman et al. 2011). 

Com isso, inicialmente, avaliamos a possibilidade de ANRASSF1 endógeno encontrar-

se fisicamente associado com SUZ12, proteína integrante do PRC2 (Nayak et al. 2011), e 

investigamos se esta associação poderia estar relacionada ao recrutamento de PRC2 para a 

região promotora de RASSF1A. Realizamos o ensaio denominado RNA-Binding Protein 

Immunoprecipitation (RIP), imunoprecipitando PRC2 em células transfectadas com pCEP4-

vazio, condição expressando níveis endógenos do lncRNA, e medindo a eventual presença de 

ANRASSF1 no precipitado. Para isso utilizamos o anticorpo anti-SUZ12 e o anticorpo IgG de 

camundongo não imunizado, como controle negativo de imunoprecipitação inespecífica. 

Detectamos um enriquecimento de 20 vezes de ANRASSF1 endógeno na fração de RNA 

imunoprecipitada com anticorpo específico para SUZ12, quando comparado com a fração 

controle, que foi imunoprecipitada com IgG não-específico (Figura 8). Como controle 

positivo foi utilizado o lincRNA SFPQ, que é conhecido por se ligar a SUZ12 (Khalil et al, 

2009) e este exibiu um enriquecimento de 32 vezes comparado ao controle (Figura 82). Estes 

resultados confirmam que ANRASSF1 estava fisicamente associado com PRC2. 

Como é sabido que SUZ12 se liga à região promotora de RASSF1A (Palakurthy et al. 

2009), investigamos se a super-expressão de ANRASSF1 poderia alterar a quantidade de 

SUZ12 ligada a esta região. Realizamos imunoprecipitação da cromatina (ChIP – Chromatin 

Immunoprecipitation), em células super-expressando ANRASSF1 e em células controle 
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(ANRASSF1 endógeno, pCEP4-vazio), utilizando o anticorpo anti-SUZ12 e o anticorpo IgG 

de camundongo não imunizado, como controle negativo. Medimos em cada condição, por 

qPCR, a presença de DNA da região promotora de RASSF1A na fração imunoprecipitada. Foi 

observado um aumento de 36 vezes do DNA do promotor de RASSF1A na fração anti-SUZ12 

de células super-expressando ANRASSF1 em relação à células controle (Erro! Fonte de 

referência não encontrada.A), evidenciando o aumento da ligação de SUZ12 no promotor 

com aumento de ANRASSF1. Além disso, nenhuma mudança na ocupação por SUZ12 foi 

observada com a super-expressão de ANRASSF1 tanto na região promotora da isoforma 

RASSF1C como no promotor de cada um de dois genes vizinhos, de cada lado do locus 

RASSF1 (Figura 13A). Como um controle adicional, nenhuma alteração foi detectada no 

promotor de HOXA9, um gene que é sabidamente regulado por PRC2 (Cao e Zhang, 2004). 

Estes resultados indicam que existe uma correlação entre níveis mais elevados de ANRASSF1 

e uma alta ocupação de PRC2 no promotor de RASSF1A, e também apontam para uma 

modulação epigenética local e altamente específica. 

 

Figura 8 - ANRASSF1 interage com PRC2. Níveis endógenos de ANRASSF1 ligado a 

PRC2 foram medidos por RIP em células HeLa controle usando anticorpo anti-SUZ12 

seguido de RT-qPCR com oligonucleotídeos iniciadores específicos para ANRASSF1. Como 

controle negativo, foi feito RIP com anticorpo anti-IgG não específico. LincRNA SFPQ foi 

utilizado como controle positivo para RIP com anti-SUZ12 (Khalil et al., 2009). 

Enriquecimento foi calculado pela comparação das médias das amostras com anti-SUZ12 

contra amostras com IgG, RIP não-específico; os valores foram normalizados pela quantidade 

de ANRASSF1 presente no input. Os ensaios foram realizados em triplicata e é mostrada a 

média ± desvio-padrão.  
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Figura 93 - ANRASSF1 afeta especificamente a ocupação de PRC2 e a metilação da 

histona H3K27 no promotor de RASSF1A. (A) Ensaio de ChIP realizado com o anticorpo 

anti-SUZ12 em células HeLa transfectadas com ANRASSF1 (pCEP4-ANRASSF1, barras 

pretas) ou em células controle (pCEP4-vazio, barras brancas). Foram investigadas as regiões 

promotoras das isoformas RASSF1A e RASSF1C e de outros dois genes de cada lado do locus 

de RASSF1 (os promotores estão marcados pelas linhas verticais no esquema na parte inferior 

da figura). Como controle HOXA9 foi utilizado como um gene que é sabidamente regulado 

por PRC2 (Cao and Zhang 2004). Enriquecimento foi calculado pela comparação dos valores 

de qPCR em amostras com anti-SUZ12 contra amostras com IgG não-específico; os valores 

foram normalizados pela quantidade de DNA amplificado por qPCR da região promotora de 

RASSF1A no input. Os ensaios foram realizados em triplicata e é mostrada a média ± desvio-

padrão. Asterisco indica diferença estatisticamente significante (teste-t, p < 0,04, n=3). (B) 

Ensaio de ChIP com o anticorpo anti-H3K27me3, em um experimento semelhante ao descrito 

em (A). O asterisco indica diferença estatisticamente significante (teste-t, p < 0,01, n=3). 
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Como PRC2 é um complexo enzimático responsável pela di- e trimetilação da histona 

H3K27, testamos se o aumento da ocupação do promotor de RASSF1A por PRC2, causado 

pelo aumento dos níveis de ANRASSF1, aumentaria a quantidade de H3K27me3 nesta região. 

Observamos que ocorre um aumento de 10 vezes de H3K27me3 na região do promotor de 

RASSF1A, em células super-expressando o lncRNA (Erro! Fonte de referência não 

encontrada.3B), quando comparado com células controle, confirmando que a trimetilação da 

H3K27 no promotor de RASSF1A é dependente do nível de ligação de ANRASSF1 à PRC2. 

Nenhuma mudança nos níveis de H3K27me3 foi observada nas regiões promotoras dos outros 

genes na vizinhança de RASSF1A e do promotor de HOXA9 (Figura 13B). Este resultado é 

consistente com a ausência de efeito de ANRASSF1 sobre a ocupação de SUZ12 nestes loci 

(Figura 13A). 

Uma vez que a metilação do DNA do promotor de RASSF1A envolve o recrutamento 

de PRC2 e DNMT3B para este promotor (Palakurthy et al. 2009), testamos se o aumento do 

recrutamento de PRC2 causado pela super-expressão de ANRASSF1 também afetaria a 

metilação do DNA neste locus, além da metilação na histona H3K27, já descrita acima.  Por 

meio de ensaios utilizando endonuclease dependente de metilação, identificamos uma 

pequena mudança no padrão de metilação do DNA do promotor de RASSF1A em células 

super-expressando ANRASSF1 quando comparados com células controle (Figura 104). No 

entanto, a heterogeneidade entre as triplicatas biológicas de transfecção impossibilitou a 

detecção de um aumento estatisticamente significativo no nível de metilação (p = 0,10). De 

fato, por meio deste ensaio, mesmo sem significância estatística, verificamos que o resultado 

é consistente com o descrito por (Palakurthy et al. 2009), onde um aumento da metilação do 

DNA no promotor de RASSF1A envolve a participação de PRC2. O pequeno aumento 

observado na metilação do DNA da região promotora em células HeLa super-expressando 

ANRASSF1 pode refletir uma eventual disponibilidade limitada de outros fatores tais como 
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HOXB3 e DNMT3B que estão envolvidos na metilação do DNA do promotor de RASSF1A 

(Palakurthy et al. 2009). Em concordância com este resultado, já foi demonstrado que a região 

promotora de RASSF1A é hipometilada em células HeLa (Dammann et al. 2000).  

Com isso, esses dados indicam que a marca de repressão da histona H3K27me3 é o 

alvo predominante de ANRASSF1, em contraposição à marca de metilação do DNA e que está 

regulação possa ser local e específica.   

 

 

Figura 10 - A metilação do DNA da região promotora de RASSF1A. A metilação do DNA 

da região promotora de RASSF1A foi detectada mediante ensaio com uma endonuclease 

dependente de metilação, McrBC, em células super-expressando ANRASSF1 ou em células 

controle, seguido de qPCR. A porcentagem de DNA remanescente foi calculada pela 

comparação da quantidade de DNA amplificada por qPCR em uma amostra submetida a 

tratamento com a endonuclease McrBC contra uma amostra não submetida ao tratamento. Os 

ensaios foram feitos em triplicata e é mostrada a média ± desvio-padrão.  

 

 

4.5 – ANRASSF1 se liga ao DNA e é necessário para a ocupação de SUZ12 no 

promotor de RASSF1A 

 

Recentes estudos têm demonstrado que alguns lincRNAs como o ncRNACCND1 (Wang 

et al. 2008) e o Mistral (Bertani et al. 2011) se ligam ao DNA e recrutam proteínas que atuam 

nas regiões promotoras dos genes codificadores de proteínas da sua vizinhança para regular 

sua expressão. Como vimos que ANRASSF1 está ligado a PRC2, testamos se ANRASSF1 
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poderia atuar de maneira semelhante a estes lincRNAs, por meio do recrutamento do 

complexo PRC2 para o promotor de RASSF1A, agindo em cis. Para esta finalidade, 

realizamos o ensaio denominado RNase ChIP em células HeLa controle (pCEP4_vazio), que 

inicialmente foram permeabilizadas e, em seguida, tratadas com RNase A ou H, para 

degradação de  ANRASSF1 endógeno livre ou eventualmente associado ao promotor de  

RASSF1A. Como controle do experimento, as células permeabilizadas foram tratadas com 

inibidor de RNase. Posteriormente, realizamos ChIP com o anticorpo anti-SUZ12, com 

anticorpo IgG de camundongo não imunizado, que foi usado como controle, para cada 

condição experimental, isto é, para células tratadas com RNase A, com RNase H ou com 

inibidor de RNase. 

Verificamos por ChIP-qPCR que a máxima ocupação da região promotora de 

RASSF1A por SUZ12 foi detectada no tratamento com inibidor de RNase (Figura 115A, barra 

preta). Na condição de tratamento com RNase H, enzima que digere híbridos de RNA/DNA, 

SUZ12 foi quase totalmente liberada da região promotora (Figura 115A, barra de vermelho), 

visto que houve uma considerável diminuição de DNA da região promotora detectada pelo 

qPCR. Em paralelo, o RNA destas células foi extraído e realizada a medida dos níveis 

endógenos de ANRASSF1, por RT-qPCR, para testar se a diminuição de SUZ12 ligada ao 

promotor de RASSF1A observada era devida à diminuição de ANRASSF1 por meio da 

digestão por RNase H.  

Comparando-se os níveis de ANRASSF1 nas células tratadas com inibidor de RNase  e 

nas células tratadas com RNase H (Figura 115C, barra preta e vermelha, respectivamente), 

observamos que nesta última houve uma redução de 87% dos níveis endógenos de 

ANRASSF1. A digestão por RNase H indica que ANRASSF1 faz parte de um híbrido 

RNA/DNA, e comprova que a ligação de SUZ12 no promotor de RASSF1A é dependente de 

ANRASSF1.  
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Na condição em que células HeLa foram permeabilizadas e tratadas com RNase A, 

enzima que digere apenas o RNA fita simples, foi observada uma menor redução tanto da 

ocupação de SUZ12 na região promotora (Figura 115A, barra azul) como dos níveis de 

ANRASSF1 endógeno (Figura 11C, barra azul), quando comparado com o tratamento com 

RNase H. Isso nos sugere que o RNA fita simples encontra-se em rápido equilíbrio no 

nucleoplasma com o híbrido RNA/DNA, de modo que, por alguns instantes, este fica 

suscetível ao ataque da RNase A. Alternativamente, a interação RNA/proteínas PRC2 também 

pode estar em rápido equilíbrio com PRC2 livre, liberando assim uma porção da fita de RNA 

que fica livre para ser digerida. Este resultado reforça a conclusão anterior de que ANRASSF1 

faz parte de um híbrido RNA/DNA e que a ligação de SUZ12 no promotor de RASSF1A é 

dependente de ANRASSF1. 

Como controle negativo realizamos ChIP-qPCR com anticorpo anti-RNA polimerase 

II, um fator cuja ocupação no promotor de RASSF1A não deve ser afetado pelo tratamento das 

RNase H ou RNase A. Verificamos que o tratamento com RNase H não alterou a ocupação da 

RNA Polimerase II (Figura 15B). Além de um controle adicional ao tratamento, medimos os 

níveis de expressão do gene alfa-tubulina, um mRNA que não forma híbridos RNA/DNA, já 

que este mRNA é exportado para o citoplasma para ser traduzido. Como esperado, 

observamos que o mRNA da alfa-tubulina não foi digerido pela RNase H (Figura 11D, barra 

vermelha) e só foi digerido pela RNase A (Figura 11D, barra azul). 

Para confirmar este resultado, repetimos esses experimentos de RNase ChIP em 

células super-expressando ANRASSF1. Igualmente, observamos uma redução na ocupação de 

SUZ12 na região promotora de RASSF1A quando as células super-expressando ANRASSF1 

foram tratadas com RNase H e A (Figura 126A), um padrão semelhante ao encontrado na 

condição endógena (Figura 11A). Além disso, encontramos um padrão muito semelhante na 

porcentagem de ANRASSF1 remanescente após o tratamento com as enzimas (Figura 126B), 
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ao comparar-se com a condição endógena (Figura 11C). É intressante notar que restou uma 

maior ocupação SUZ12 na região promotora de RASSF1A (Figura 126A), comparado com a 

ocupação nas células não super-expressando ANRASSF1 (Figura 115A). Isto se deve 

provavelmente ao fato de que há um excesso de ANRASSF1 nas células devido à super-

expressão, e apesar de uma grande fração de ANRASSF1 ser degradada pela RNase H, resta 

ainda uma quantidade suficiente de ANRASSF1 para se ligar ao DNA e ainda recrutar uma 

certa quantidade de PRC2 ao promotor de RASSF1A.  

 

 

Figura 11 - ANRASSF1 endógeno promove o recrutamento de SUZ12 para o promotor 

de RASSF1A. (A) Ensaio de RNase-ChIP, onde o DNA da região promotora de RASSF1A foi 

medido por qPCR na fração imunoprecipitada com anticorpo anti-SUZ12, proveniente de 

células  HeLa controle permeabilizadas e tratadas com inibidor de RNase (barra preta), com 

RNase H (barra vermelha) ou com RNase A (barra azul). Medidas de qPCR obtidas utilizando 

anticorpo anti-SUZ12 foram comparadas com aquelas obtidas em paralelo com amostras 

tratadas com IgG não específico; a normalização foi realizada pela medida do input. A 

porcentagem de ocupação de SUZ12 na região promotora de RASSF1A mostrada para as duas 

RNAses foi calculada como relativa aos valores correspondentes para o inibidor de RNase, a 

partir de duas réplicas experimentais medidas em triplicata; barras de erro referem-se ao 

desvio-padrão.(B) Controle negativo do ensaio RNase ChIP para a região promotora de 

RASSF1A, utilizando anticorpo anti-RNA Pol II, nas mesmas condições descritas em (A).    

(C) Ensaio de RNase para a detecção do RNA de ANRASSF1 por RT-qPCR em células HeLa 

permeabilizadas e tratadas com o inibidor de RNase (barra de erro), com RNase H (barra 

vermelha) ou com RNase A (barra azul). Porcentagem de RNA para cada um dos dois 

tratamentos com RNase foi expressa relativa aos valores correspondentes ao inibidor de 

RNase. Três ensaios foram feitos e é mostrada a média ± desvio-padrão.  (D) Como controle, 

mRNA de alfa-tubulina foi medido em paralelo por RT-qPCR, nas mesmas condições 

descritas em (C). 



72 

 

No controle do tratamento, com o gene alfa-tubulina, não encontramos diferença nos 

resultados entre células controle (Figura 115C) e células super-expressando ANRASSF1 

(Figura 12C). 

 

Figura 12 Super-expressão de ANRASSF1 promove o recrutamento de SUZ12 para o 

promotor de RASSF1A. (A) Ensaio de RNase-ChIP, onde o DNA da região promotora de 

RASSF1A foi medido por qPCR na fração imunoprecipitada com anticorpo anti-SUZ12, 

proveniente de células  HeLa super-expressando ANRASSF1 permeabilizadas e tratadas com 

inibidor de RNase (barra preta), com RNase H (barra vermelha) ou com RNase A (barra azul). 

Medidas de qPCR obtidas utilizando anticorpo anti-SUZ12 foram comparadas com aquelas 

obtidas em paralelo com amostras tratadas com IgG não específico; a normalização foi 

realizada pela medida do input. A porcentagem de ocupação de SUZ12 na região promotora 

de RASSF1A mostrada para as duas RNAses foi calculada como relativa aos valores 

correspondentes para o inibidor de RNase, a partir de duas réplicas experimentais medidas em 

triplicata; barras de erro referem-se ao desvio-padrão. (B) Ensaio de RNase para a detecção do 

RNA de ANRASSF1 por RT-qPCR em células HeLa super-expressando ANRASSF1 

permeabilizadas e tratadas com o inibidor de RNase (barra de erro), com RNase H (barra 

vermelha) ou com RNase A (barra azul). Porcentagem de RNA para cada um dos dois 

tratamentos com RNase foi expressa relativa aos valores correspondentes ao inibidor de 

RNase. Três ensaios foram feitos e é mostrada a média ± desvio-padrão.  (C) Como controle, 

mRNA de alfa-tubulina foi medido em paralelo por RT-qPCR, nas mesmas condições 

descritas em (B). 

 

 

 

Com esses resultados, demonstramos que o lncRNA antissenso unspliced intrônico, 

ANRASSF1, se liga ao PRC2 e é necessário para o recrutamento e ocupação deste complexo 

no promotor de RASSF1A. Neste sentido, postulamos um modelo mecanístico (Figura 137), 
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em que a interação de ANRASSF1, tanto com o DNA da região em que ocorre sua transcrição, 

bem como com o PRC2, pode induzir uma mudança de conformação criando uma volta no 

DNA, fazendo o recrutamento de PRC2 para o promotor de RASSF1A. Este recrutamento de 

PRC2 induz o acúmulo da marca de repressão H3K27me3, que culmina com a diminuição da 

expressão da isoforma RASSF1A (Figura 137). 

 

 
Figura 137 - Modelo funcional proposto para a ação de ANRASSF1 no locus de RASSF1. 

Postulamos que a interação do lncRNA ANRASSF1 (linha azul) com o DNA genômico, no 

seu sítio de transcrição, forma um híbrido RNA/DNA que recruta o complexo modificador de 

cromatina, PRC2, para a região promotora do gene RASSF1A. A ligação de ANRASSF1 ao 

PRC2 causa uma modificação conformacional que ativa este complexo, alterando o padrão de 

metilação da histona H3K27 (círculos vermelhos). Isto causa uma diminuição específica da 

atividade transcricional de RASSF1A, com nenhum efeito sobre a transcrição de RASSF1C. O 

fator de transcrição MYC se liga à região promotora de RASSF1A e regula a atividade de 

liberação da pausa da RNA Pol II (Rahl et al. 2010). A DNMT3B é recrutada para o promotor 

de RASSF1A, através de interações com PRC2 e MYC (Palakurthy et al. 2009), resultando na 

hipermetilação do DNA (círculos verdes). 
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5. DISCUSSÃO 

Após o sequenciamento do genoma humano, no início da década passada, e com os 

recentes avanços nas técnicas de larga escala em genômica, tem sido descrito que ocorre a 

transcrição de milhares de lncRNAs ao longo de mais de 90% de todo o genoma humano 

(Birney et al. 2007; Kapranov et al. 2007), e que estes lncRNAs podem agir por diversos 

mecanismos. No entanto, apenas alguns deles foram caracterizados funcionalmente em 

detalhe (Wilusz et al. 2009; Wang et al. 2011; Rinn and Chang 2012). A definição e a 

nomeação dos lncRNAs ainda encontra-se em evolução na literatura, e diferentes classes ou 

categorias de lncRNAs têm sido descritas (Wright and Bruford 2011). Porém, atualmente, a 

maioria dos grupos tem focado seus esforços no estudo de uma classe de lncRNA spliced, que 

tem sido chamada de RNA não codificador longo intergênico (lincRNA). Um dos motivos 

para que muitos grupos venham focando seus estudos em lincRNAs é que este sofrem 

splicing e estão fora do locus de um gene codificador de proteína, o que possibilita maior 

segurança quanto a existência de um transcrito independente. Já os lncRNAs intrônicos 

unspliced têm sido pouco caracterizados e até muitas vezes descartados, pois frequentemente 

suspeita-se de que eles sejam um possível artefato técnico ou um ruído transcricional, ou 

ainda, fragmentos de DNA genômico. Na realidade, na revisão recente de (Rinn and Chang 

2012), o "mapa anatômico de lncRNAs" mostra somente lncRNAs spliced intrônicos e 

intergênicos, e exclui todos os lncRNAs unspliced.  

 Em contraste com as informações predominantes na literatura, identificamos 

ANRASSF1, um lncRNA intrônico unspliced, que é expresso com orientação antissenso em 

relação ao gene codificador de proteína e possui uma função regulatória in cis no promotor de 

RASSF1A. Ao contrário disso, têm sido demonstrado que a maioria dos lincRNAs atua 

principalmente in trans (Guttman et al. 2011). Os poucos lncRNAs intrônicos unspliced 

descritos até o momento que atuam in cis, participam principalmente de eventos epigenéticos 
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de genes imprinted, como discutido mais abaixo. Com isso, o mecanismo descrito para 

ANRASSF1 acrescenta uma novidade para a classe, visto que envolve uma regulação 

epigenética in cis em um gene não-imprinted.  

Por outro lado, ANRASSF1 também apresenta características comuns a lincRNAs bem 

caracterizados, tais como a presença de modificação cap na ponta 5´do RNA, transcrição  pela 

RNAPII, enriquecimento nuclear e ligação com proteínas do complexo  PRC2 (Guttman et al. 

2009; Khalil et al. 2009). Adicionalmente, verificamos que ANRASSF1 possui uma meia-vida 

curta, e que sua estabilidade é próxima da estabilidade de genes regulatórios tais como c-myc. 

Um trabalho recente identificou que lncRNAs localizados no núcleo possuem baixa 

estabilidade (Clark et al. 2012). Este resultado é consistente com a idéia de que estes lncRNAs 

estejam agindo como moléculas regulatórias, da mesma forma que mRNAs codificadores de 

proteínas pouco estáveis, possivelmente para proporcionar um elevado grau de dinamismo aos 

processos celulares que regulam (Clark et al. 2012). Como vimos que ANRASSF1 participa da 

maquinaria de regulação de RASSF1A, recrutando PRC2 para este locus, foi interessante 

observar uma meia-vida curta para este lncRNA, o que pode proporcionar um dinamismo no 

controle da expressão deste gene envolvido na regulação do ciclo celular. 

Para a maioria dos lncRNAs estudados até o momento foi demonstrada evidência de 

uma região promotora, apenas por meio da identificação de marcas de histona H3K4me3, que 

estão relacionadas com promotores ativos,  próximas ao início de transcrição (Guttman et al. 

2009; Conley and King Jordan 2012). Entretanto, como a maioria desses estudos ocorreu em 

regiões intergênicas ou intrônicas antissenso, sem evidência de início de transcrição próximo 

nas duas fitas ou de promotores bidirecionais, as marcas de histonas foram suficientes para 

considerar esta região como um promotor.  

Como os dados de predição in silico do trabalho de Davuluri e colaboradores  

(Davuluri et al. 2001) apontavam para a existência de uma região promotora bidirecional 
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ANRASSF1/RASSF1C, não foi possível utilizar as informações de histona H3K4me3 e foi 

necessária uma validação in vitro dos promotores para confirmar a região promotora 

bidirecional predita. A partir do estudo in vitro, demostramos que ANRASSF1 é uma unidade 

transcricional independente. 

Vale ressaltar que, em células HeLa, ANRASSF1 parece ter um nível de expressão 

consideravelmente inferior ao de lincRNAs bem estudados, e mesmo assim, alterações na sua 

abundância, por super-expressão ectópica ou por silenciamento mediado por siRNA, afetaram 

especificamente a expressão de RASSF1A por meio do recrutamento de PRC2. É importante 

notar que a alteração da abundância de ANRASSF1 não afetou a expressão de RASSF1C, outra 

isoforma expressa no locus RASSF1 sob um promotor diferente, nem afetou o recrutamento 

de PRC2 para o promotor de RASSF1C e para o promotor de genes vizinhos ao locus de 

RASSF1, incluindo outros dois genes supressores tumorais bem caracterizados, TUSC2 (Uno 

et al. 2004) e NPRL2 (Kurata et al. 2008). Portanto, os dados apontam para uma regulação 

epigenética altamente local-específica, direcionada pelo lncRNA. 

Já tem sido identificado o envolvimento de lncRNAs no silenciamento gênico por 

meio de enzimas envolvidas no remodelamento da cromatina, especialmente com o complexo 

PRC2, causando modificação pós-traducional de histonas em genes alvo (Rinn et al. 2007; 

Khalil et al. 2009; Guttman et al. 2011). Recentemente, foi evidenciado, por meio de 

crosslinked RIP-seq em linhagem humana tumoral, um grande número de sequências 

intrônicas unspliced capazes de se ligarem a EZH2, um dos principais componentes do PRC2 

(Guil et al. 2012). Neste trabalho, os autores caracterizaram em maior detalhe um RNA 

intrônico unspliced, com orientação senso em relação ao gene SMYD3 que se liga a EZH2.  

Foi visto que sua super-expressão do lncRNA senso reduz os níveis de SMYD3, por meio do 

recrutamento de EZH2 para o locus de SMYD3 e consequente aumento da marca repressiva 

H3K27me3 neste local. Portanto, esse lncRNA intrônico unspliced senso regula in cis o gene 
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SMYD3 por meio de eventos epigenéticos e causa uma diminuição da proliferação celular 

(Guil et al. 2012). Guil e colaboradores não conseguiram determinar a origem desse lncRNA 

intrônico unspliced senso, e sugerem que EZH2 se ligue no pré-mRNA ou após o 

processamento do intron, indicando ser mais provável que ocorra após o splicing (Guil et al. 

2012).  

Outro exemplo de lncRNA intrônico unspliced que recruta EZH2 é o Kcnq1ot1, que é 

transcrito no locus de KCNQ1 na fita oposta do gene codificador de proteína, o que o 

caracteriza como um antissenso (Pandey et al. 2008). O lncRNA Kcnq1ot1 regula a expressão 

de onze genes imprinted no cluster do gene KCNQ1 (Pandey et al. 2008), um mecanismo 

nitidamente diferente do encontrado para ANRASSF1, que consiste em uma regulação local e 

específica in cis. 

O mecanismo de ação proposto nesse trabalho para ANRASSF1, que envolve um 

híbrido RNA/DNA que recruta o complexo PRC2 e consequentemente dispara uma alteração 

conformacional da cromatina, foi baseado principalmente nos mecanismos descritos para os 

ncRNAsCCND1 (Wang et al. 2008) e para o lincRNA Mistral (Bertani et al. 2011). Os 

ncRNAsCCND1 consistem de uma série de ncRNAs, que são transcritos na fita senso e 

antissenso a partir da região promotora do gene CCND1 e se ligam nesta região, formando 

híbridos de RNA/DNA. Estes híbridos recrutam a proteína TLS para esta região promotora, 

causando uma repressão gênica (Wang et al. 2008) por meio de uma regulação local e 

específica in cis. Os ncRNAsCCND1 são expressos em baixos níveis, apresentam tamanhos 

variados, são poliadenilados e não possuem cap 5´ (Wang et al. 2008). Sendo assim, estes 

transcritos representam um exemplo de outra classe de ncRNAs que regulam genes 

específicos e que exercem papéis funcionais na transcrição gênica pelo recrutamento de co-

reguladores via ligação do RNA para as unidades transcricionais específicas. 
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O lincRNA Mistral também envolve a formação de um híbrido lncRNA/DNA e o 

recrutamento de um complexo proteico, e adicionalmente seu mecanismo envolve uma 

modificação da conformação da cromatina. Este lincRNA age de maneira análoga ao 

mecanismo aqui proposto. O mecanismo de regulação de Mistral envolve a enzima 

remodeladora da cromatina MLL1, que reconhece e liga o híbrido Mistral/DNA (Bertani et al. 

2011) e consequentemente desencadeia alterações dinâmicas na conformação cromossômica. 

Porém, diferente do modelo que propomos para ANRASSF1, que reprime a expressão de 

RASSF1A, o lincRNA Mistral promove a ativação da transcrição dos genes Hoxa6 e Hoxa7 

(Bertani et al. 2011).  

Há boas evidências de que lncRNAs estejam envolvidos em uma série de doenças 

humanas (Taft et al. 2010; Esteller 2011; Wapinski and Chang 2011), especialmente em 

câncer (Esteller 2011; Prensner and Chinnaiyan 2011; Reis and Verjovski-Almeida 2012; 

Spizzo et al. 2012). Neste trabalho, comprovamos que ANRASSF1 regula negativamente a 

expressão do gene supressor tumoral RASSF1A, por meio do enriquecimento da marca de 

histona associada a repressão, H3K27me3, no promotor de RASSF1A. Têm sido demonstrado 

que a hipermetilação da ilha CpG da região promotora de RASSF1A e sua resultante 

inativação são eventos epigenéticos frequentes em diversos tipos de câncer humano 

(Dammann et al. 2000). Além disso, já foi visto que essa metilação do DNA do promotor de 

RASSF1A é desencadeada pela trimetilação dos resíduos de lisina nove e vinte e sete da 

histona 3 (H3K9 e H3K27) (Strunnikova et al. 2005; Kawamoto et al. 2007; Starlard-

Davenport et al. 2010). Encontramos um discreto aumento na metilação do DNA da ilha CpG 

do promotor de RASSF1A e um aumento na ocupação de PRC2 e do níveis de H3K27me3 

neste promotor após a super-expressão de ANRASSF1. Esses resultados são consistentes com 

o mecanismo de metilação do DNA desta ilha CpG, já descrito, o qual envolve o recrutamento 

de PRC2 (Palakurthy et al. 2009). Nossos dados acrescentam uma nova camada no 
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mecanismo de regulação do supressor tumoral RASSF1A, por meio de ANRASSF1, que afeta 

predominantemente o passo inicial da trimetilação da histona; se sabe que é a trimetilação da 

histona quem dispara a metilação do DNA. Apesar de termos identificado uma maior  

expressão de ANRASSF1 em linhagens celulares tumorais, ainda são necessários estudos 

adicionais sobre o possível envolvimento de ANRASSF1 no processo de tumorigênese. 

ANRASSF1 é um dos milhares de lncRNAs unspliced, que são transcritos no genoma 

humano a partir de regiões intrônicas de 74% dos genes codificadores de proteínas (Nakaya et 

al. 2007; Engelhardt and Stadler 2012). A formação de um híbrido RNA/DNA no locus de 

transcrição de cada um dos lncRNAs intrônicos unspliced poderia resultar em um efeito 

altamente localizado e específico de regulação, por meio do recrutamento de complexos 

remodeladores da cromatina. Estamos propondo que uma fração destes milhares de lncRNAs 

intrônicos unspliced não caracterizados no genoma humano possa contribuir como integrantes 

de uma ampla rede de modulação epigenética, em que cada um atue especificamente no locus 

em que este lncRNA seja transcrito. 
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6. CONCLUSÃO 

Este trabalho identificou um lncRNA intrônico unspliced antissenso ao gene RASSF1, 

denominado ANRASSF1 e caracterizou seu papel funcional na regulação transcricional do 

gene supressor tumoral RASSF1A. Essa regulação ocorre por meio de mudanças na 

conformação da cromatina, disparadas pela formação de um híbrido RNA/DNA em 

combinação com o recrutamento do complexo repressivo PRC2 para a região promotora de 

RASSF1A. Com isso, o complexo PRC2 promove a trimetilação da histona H3K27, o que 

causa uma redução da transcrição de RASSF1A. Essa alteração da histona possibilita o 

desencadeamento do processo de metilação do DNA do promotor.  

Além disso, os dados obtidos nesse trabalho trazem à tona a importância funcional dos 

lncRNAs intrônicos unspliced. Embora existam evidências de que esses lncRNAs sejam 

expressos no mesmo locus em 74% dos genes codificadores de proteína, a maior parte dos 

pesquisadores que trabalham com ncRNAs tem, de certa forma, negligenciado o seu estudo. É 

possível que, além do ANRASSF1, existam muitos outros lncRNAs intrônicos unspliced que 

atuem como moduladores específicos de eventos epigenéticos, no locus em que são 

transcritos. 
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