UNIVERSIDADE DE SA'O PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica)

ANA CAROLINA AYUPE DE OLIVEIRA

Biogénese, estabilidade e localiza¢édo sub-celular de
RNAs nao-codificadores longos expressos em regides

intrénicas do genoma humano

Versao corrigida da Tese conforme resolugédo CoPGr 5890
O original se encontra disponivel na Secretaria de P6s-Graduacéo do 1Q-USP

SAO PAULO
Data do Depdsito na SPG:
14/02/2012



ANA CAROLINA AYUPE DE OLIVEIRA

Biogénese, estabilidade e localizacdo sub-celular de
RNASs nao-codificadores longos expressos em regides intronicas do

genoma humano

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo para obtencao do Titulo de
Doutor em Ciéncias (Bioquimica)

Area de Concentragio: Bioquimica
Orientador: Dr. Eduardo Moraes Rego Reis

Sao Paulo
2012



Ana Carolina Ayupe de Oliveira

Biogénese, estabilidade e localizacé@o sub-celular de RNAs ndo-codificadores longos

expressos em regides intrénicas do genoma humano

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo para obtencdo do
Titulo de Doutor em Ciéncias (Bioquimica)

Instituicao:

Assinatura;

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Assinatura:




AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer, primeiramente, ao meu querido Deus, que sempre esteve ao meu lado e
nunca me desemparou.

Aos meus pais, Antonio e Angela, que ndo mediram esforgos para me apoiar e incentivar,
sempre que precisei.

Aos meus irmaos, Tatiane, Fabricius e Juliana pela amizade constante.

Ao meu marido, Felipe, pelo companherismo, paciéncia e suporte em todos 0s momentos.
Vocé foi essencial para eu ter chegado até aqui.

Ao Irzo e a Célia, Patricia e Armando, Junior e Adrina pelas oracdes e palavras de apoio.
Ao Dr. Eduardo Reis, pela orientacdo e ensinamentos durante meu periodo de doutoramento.

Ao Dr. Sergio Verjovski-Almeida, pela participacdo durante a execucdo do meu projeto de
doutorado, com criticas, sugestdes e a permissao para uso da estrutura de seu laboratorio.

Aos amigos do laboratério, Lauren, Giulliana, Carlos, Murilo, Leticia, Santiago, Kleber,
Dinar, Angela, Katia, Mariana, Otto, Bianca, Esther e Jefferson por estarem sempre dispostos

a ajudar e por tornarem o ambiente de trabalho tdo prazeroso.

A Ana Tahira, Yuri, Vinicius, Rodrigo por todo o empenho e ajuda em situacdes decisivas
desta jornada.

A Ana Paula, que inimeras vezes tornou minha vida muito mais facil.
A Bruna, pela colaboragéo durante um periodo do desenvolvimento desta tese.

A Dra. Aline da Silva, pela apresentacdo ao programa de po6s-graduacdo do Instituto de
Quimica.

A Dra. Mari Cleide Sogayar e & sua aluna Maria Fernanda Forni por me ensinarem a
manipulagéo de cultura de células.

A Dra. Bettina Malnic e & Jussara Michaloski pelos ensinamentos de hibridizacao in situ.

A Dra. Carla Rosenberg por permitir o uso do equipamento scanner Agilent e & Tatiane
Rodrigues pela ajuda.



A Ana Claudia Carreira e ao Marcos Demasi que me ajudaram na execucdo de muitos
protocolos novos.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de So Paulo (FAPESP) e a Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo suporte financeiro.

A todos os funcionarios do Instituto de Quimica pelos servicos prestados.



RESUMO

Oliveira, A. C. A. Biogénese, estabilidade e localizacdo sub-celular de RNAs nao-
codificadores longos expressos em regides intrénicas do genoma humano. 2012. 148p.
Tese de Doutorado - Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Trabalhos recentes indicam que a maior parte do transcriptoma de células de mamiferos é
composto por RNAs ndo-codificadores de proteinas (ncRNAs). Nosso grupo tem identificado
e caracterizado ncRNAs longos (>200 nt), sem splicing, expressos em regides intronicas de
genes codificadores de proteina. Contudo, a biogénese, processamento e localizacdo sub-
celular desta classe de RNAs permanecem desconhecidos. Este trabalho teve como objetivos
i) investigar a contribuicdo da RNA Polimerase Il (RNAP I1) na transcricdo de ncRNAS
intrénicos, ii) avaliar a meia-vida destes ncRNAs em relacdo a mRNAs, e iii) verificar a
distribuicdo sub-celular de ncRNAs intronicos. Os resultados obtidos indicaram que ncRNAS
intrénicos sdo predominantemente transcritos pela RNAP Il a partir de regides promotoras
funcionalmente semelhantes as que controlam a transcricdio de mMRNAs. Ensaios de
estabilidade revelaram que, em média, ncRNAS intrénicos possuem meia-vida igual ou maior
(3,4h a 4,2h) do que mRNAs (3,1h). A maior parte dos ncRNAs intrdnicos possui estrutura
cap 5', sugerindo que sejam estabilizados para desempenhar papéis na biologia da célula que
ndo dependam de um rapido turnover. A maior parte dos ncRNAs intronicos é exportada para
o0 citoplasma, indicando que devam exercer alguma funcdo bioldgica neste compartimento.
Em conjunto, este trabalho fornece informacg6es novas a respeito da biogénese, estabilidade e

localizacdo sub-celular ncRNAs intrénicos expressos em células humanas, contribuindo para

avancar o conhecimento sobre esta classe de transcritos celulares.

Palavras-chaves: RNAs nédo-codificadores intronicos, transcri¢do eucariotica, estabilidade de
RNAs, localizagéo sub-celular de RNAs, oligoarranjos de DNA, transcriptoma.
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ABSTRACT

Oliveira, A. C. A. Biogenesis, stability and sub-cellular localization of long non-coding
RNAs expressed in intronic regions of the human genome. 2012. 148p. Tese de Doutorado
- PhD Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo.

Recent studies have shown that most of the mammalian transcriptome is comprised of non-
coding RNAs (IncRNAs). Our group has identified and characterized long (>200 nt),
unspliced IncRNAs expressed in intronic regions of protein coding genes. However, the
biogenesis, processing, stability and subcellular localization of members from this RNA class
remain unknown. The aims of this work were i) to investigate the contribution of RNA
Polymerase Il (RNAP Il) to the transcription of intronic, ii) to evaluate the half-life of
these ncCRNA s relative to mRNAS, and iii) determine their subcellular distribution. Our results
indicate that intronic ncRNAs are predominantly transcribed by RNAP Il from promoter
regions functionally similar to those that control the transcription of mRNAs. Stability
assays revealed that intronic ncRNAs have an average half-life equal or greater (3.4h to 4.2h)
than mRNAs (3.1h). The majority of intronic ncRNAs have 5' cap modification
suggesting that these transcripts are stabilized, possibly to exert roles in the biology of the cell
that does not depend on a rapid turnover. Although intronic ncRNAs do not encode proteins,
most of these transcripts are transported to the cytoplasm which indicates that they may
perform some biological function in this compartment. Altogether, this study reveals with
novel information regarding the biogenesis, stability and subcellular localization of intronic
ncRNAs expressed in human cells, thus contributing to advance the knowledge on this class

of cellular transcripts.

Key words: intronic non-coding RNAs, eukaryotic transcription, RNA stability, RNA
subcellular localization, DNA oligoarrays, transcriptome.
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1. INTRODUCAO

1.1 A complexidade do transcriptoma eucariotico

Até recentemente, acreditava-se que o transcriptoma eucariético era composto por
RNAs mensageiros, elementos intermediérios que transferem para o citoplasma a informagéo
genética para a biossintese de proteinas, e por RNAs transportadores (tRNAs), RNAs
ribossomais (rRNAs), e pequenos RNAs nucleares (small nuclear RNAs, snRNA; small
nucleolar RNAs, snoRNA), que exercem fungdes estruturais e cataliticas no processamento
do mRNA ou na tradugdo protéica. Entretanto, um nivel maior de complexidade do
transcriptoma comecou a ser evidenciado a partir da descoberta dos small interfering RNAs
(SIRNAs) e microRNAs (miRNAS).

O primeiro microRNA, lin-4, foi identificado em 1993 como um regulador enddgeno
de genes que controlam o desenvolvimento pés-embrionério em Caenorhabditis elegans (Lee
et al. 1993). Em 1999, foi mostrado que o silenciamento de RNAs em plantas era
acompanhado pelo aparecimento de uma sequéncia de 20-25 nucleotideos complementares a
sequéncia do alvo silenciado (Tomari and Zamore 2005). Cinco anos mais tarde, Mello e
colaboradores reportaram que RNAs exdgenos dupla fita (dASRNA) eram capazes de silenciar
genes especificos através de um mecanismo chamado interferéncia de RNA (RNAIi) (Mello
and Conte 2004). Pouco tempo depois foi documentada a conversdo de dsSRNAs em siRNAs
contendo 21-23 nucleotideos. Em 2001, o termo miRNA foi introduzido (Lagos-Quintana et
al. 2001) e passou a designar uma classe ampla de pequenos RNAs reguladores amplamente
representada em animais e plantas. A partir deste ponto, duas categorias de pequenos RNAs
passaram a ser caracterizadas em detalhe quanto ao seu papel na regulacdo pds-transcricional

da expressdo génica: miRNAs, que atuam como reguladores de genes enddgenos, e siRNAs,
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que exercem uma funcdo na defesa da integridade do genoma em resposta a acidos nucléicos
invasores como virus, transposons e transgenes (Carthew and Sontheimer 2009).

A identificacdo dos siRNAs e miRNAs marcou apenas o inicio de uma serie de
descobertas que tém promovido revisdes no conceito do “dogma central da biologia
molecular” originalmente proposto por Francis Crick (Crick 1970). Segundo este conceito o
fluxo da informacdo genética se da primordialmente no sentido DNA—RNA—proteina. Os
RNAs tém um papel de elemento intermediario, enquanto as proteinas seriam responsaveis
por exercer a maior parte das fungdes estruturais, cataliticas e regulatérias das células.

Analises gendmicas em larga escala tém revelado que a complexidade bioldgica de um
organismo ndo é diretamente relacionada ao numero de genes codificadores de proteinas de
seu genoma (Consortium 1998; Adams et al. 2000; Lander et al. 2001; Waterston et al. 2002).
Por exemplo, vertebrados recentes, como humanos e camundongos, tém aproximadamente
20.000-25.000 genes, enquanto eucariotos ancestrais, como Drosophila e Caenorhabditis
elegans, ttm um numero comparavel de genes codificadores de proteinas, 13.000 e 19.000,
respectivamente (Consortium 1998; Adams et al. 2000; Lander et al. 2001; Waterston et al.
2002). Parte deste paradoxo pode ser explicada, por exemplo, pelo aumento das taxas de
splicing alternativo, do uso de promotores e sitios de terminagdo alternativos e dos eventos de
edicdo de RNAs em organismos mais complexos, permitindo assim a expressdao de um
conjunto maior de isoformas protéicas (Nagasaki et al. 2005; Taft et al. 2007; Farajollahi and
Maas 2010). Além disso, observa-se que o0 aumento da complexidade bioldgica esta
positivamente associado ao aumento da propor¢do de sequéncias ndo-codificadoras presentes
no genoma dos organismos, que pode variar de 0,25% do total no genoma de procariotos até
> 98% no genoma humano (Taft et al. 2007). Estas observagdes sugerem que a aquisi¢do de

novos RNAs ndo codificadores (nCRNAS) possa fornecer um repertério maior de moléculas
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com funcdes regulatorias que permitiram o desenvolvimento de eucariotos superiores (Taft et
al. 2007).

Com a consolidacdo e popularizacdo de abordagens para o estudo de transcriptomas
em larga-escala, a transcricdo generalizada do genoma eucariotico e a existéncia de transcritos
relativamente estaveis mapeando em regides intronicas e intergénicas tém sido detectadas em
diferentes espécies eucarioticas, incluindo fungos, plantas, nematdides, insetos e mamiferos
(Amaral and Mattick 2008). Estes estudos incluem a clonagem e sequenciamento de
bibliotecas de cDNAs (Okazaki et al. 2002; Yamada et al. 2003; Imanishi et al. 2004; Ota et
al. 2004; Seki et al. 2004), técnicas como SAGE (Serial Analysis o.f Gene Expression),
CAGE (Cap Analysis of Gene Expression) e MPSS (Massively Parallel Signature
Sequencing) (Chen et al. 2002; Saha et al. 2002; Meyers et al. 2004; Carninci et al. 2005;
Jongeneel et al. 2005), tiling arrays genémicos (Kapranov et al. 2002; Rinn et al. 2003;
Yamada et al. 2003; Bertone et al. 2004; Schadt et al. 2004; Stolc et al. 2004; Cheng et al.
2005; David et al. 2006; He et al. 2007) e mais recentemente sequenciamento em larga escala
(Guttman et al. 2010; Kapranov et al. 2010; Almeida et al. 2011; Mercer et al. 2011)

Em 2007, o projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements Consortium) analisou
intensivamente 1% do genoma humano através de varias técnicas, incluindo tiling arrays
gendmicos de alta densidade e sequenciamento com alta profundidade de bibliotecas de
cDNA, tendo demonstrado que ao menos 90% do DNA gendmico é transcrito em diferentes
células humanas, sendo que desta fracdo apenas 1,2% é capaz de codificar para proteinas
(Birney et al. 2007; Kapranov et al. 2007). A analise do transcriptoma de organismos
eucaridticos ancestrais usando tiling arrays genémicos mostrou que a transcri¢do generalizada
do genoma ndo é restrita aos mamiferos, mas extende-se a moscas (>85% do genoma de
Drosophila melanogaster é transcrito nas primeiras 24h do desenvolvimento embrionério),

nematoides (>70% do genoma ¢é transcrito em C. elegans em populacGes de diferentes
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estagios de desenvolvimento) e leveduras (>85% do genoma é expresso meio rico em
nutrientes) (Amaral and Mattick 2008). No genoma murino, 0 projeto FANTOMS3
(Functional Annotation of Mouse 3) clonou e sequenciou mais de 100.000 sequéncias de
cDNA completas de diversos tecidos e estagios de desenvolvimento, revelando que mais de
70% do genoma de camundongo é transcrito, tendo sido descritos mais de 30.000 novos
ncRNAS, incluindo transcritos intrénicos, intergénicos e antissenso nao-codificadores longos
(Carninci et al. 2005).

As descobertas mencionadas acima tém alterado e expandido a compreensdo da
organizacdo dos genomas eucariéticos. A observacdo do aumento da transcricao generalizada
nos organismos eucariotos ao longo da escala evolutiva tem sido utilizada como argumento
para apoiar a idéia de que os ncRNAs contribuam com fungdes regulatorias essenciais para o
ganho de complexidade, de modo analogo aos mecanismos ja bem descritos de splicing
alternativo, utilizacdo de promotores e sitios de terminacdo alternativos e modificagdes pos-
transcricionais (Taft et al. 2007). Varios estudos tém mostrado que ncRNAs sdo regulados
durante o desenvolvimento (Dinger et al. 2008; Cesana et al. 2011), exibem expresséo tecido
especifica (Ravasi et al. 2006; Nakaya et al. 2007; Mercer et al. 2008), localizam-se em
compartimentos subcelulares (Hutchinson et al. 2007; Clemson et al. 2009; Sasaki et al. 2009;
Sunwoo et al. 2009), séo regulados durante o ciclo celular (Hung et al. 2011; Yang et al.
2012) e séo associados com uma variedade de doencas humanas, incluindo o cancer (Reis et
al. 2004; Qureshi et al. 2010; Taft et al. 2010; Gibb et al. 2011; Tahira et al. 2011). Em
adicdo, evidéncias de selecdo evolucionaria tém sido observadas em alguns ncRNAS
(Ponjavic et al. 2007; Guttman et al. 2009; Mestdagh et al. 2010; Braconi et al. 2011).

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

transcricdo generalizada do genoma, motivado pelo fato de que a maioria dos ncRNAs séo



16

expressos em baixos niveis na célula e a maior parte destes transcritos ainda ndo foi

caracterizada funcionalmente (Struhl 2007; van Bakel et al. 2010).

1.2 RNAs nao-codificadores longos em eucariotos

A variedade de estudos de identificacdo dos RNAs expressos em células de eucariotos,
apresentados no item anterior, tem mostrado que o transcriptoma eucariotico é
extraordinariamente complexo e consiste de milhares de transcritos sobrepostos, expressos em
ambas as fitas, incluindo ncRNAs que localizam-se em regides intergénicas ou intronicas, que
exibem diferentes sitios de iniciacdo, terminacdo, padrdes de splicing e de expressdao em
diferentes tipos celulares (Gingeras 2007; Mattick 2011).

Tém sido convencional na literatura classificar ncRNAs em funcdo do tamanho para
efeito de sistematizacdo: ncRNAs longos quando maiores que 200 nucleotideos e ncRNAs
curtos, quando menores que 200 nucleotideos (Clark and Mattick 2011). Entre os ncRNAs
curtos (< 200 nt) se incluem miRNAs, siRNAs, piwi-interacting RNAs (piRNAS), pequenos
RNAs associados a regides promotoras e de iniciagdo da transcrigédo, entre outros (Girard et
al. 2006; Carthew and Sontheimer 2009; Fejes-Toth et al. 2009; Taft et al. 2009). Entre os
ncRNAs longos incluem-se RNAs com 200 até varios milhares de nucleotideos, com ou sem
splicing (Qureshi et al. 2010). Estes transcritos mapeiam em regides gendmicas
frequentemente associadas a ligacdo de fatores de transcricdo, indicando que s&o
potencialmente regulados de forma analoga aos mMRNAs (Cawley et al. 2004; Birney et al.
2007). Adicionalmente, alguns ncRNAs longos servem de precursores para ncCRNASs curtos,
como miRNAs e snoRNAs (Mattick and Makunin 2005).

Recentemente, foram identificados ncRNAs longos (>1kb) intergénicos, lincRNAS
(long intergenic noncoding RNAS) expressos em células e tecidos de camundongo e humano,

a partir da analise de regides de cromatina transcricionalmente ativa e sequenciamento de
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RNA (Guttman et al. 2009; Khalil et al. 2009; Guttman et al. 2010; Cabili et al. 2011).
LincRNAs tem expressdo tecido-especifica, sdo conservados evolutivamente e alguns tém
sido descritos como responsaveis por recrutar e conferir especificidade de alvo a complexos
remodeladores da cromatina (Guttman et al. 2009; Khalil et al. 2009; Guttman et al. 2010;
Cabili et al. 2011).

Nosso grupo tem focado o estudo na caracterizacdo de uma classe de ncRNAs definida
por serem longos, sem splicing e localizados em regides intronicas do genoma (Reis et al.
2004; Louro et al. 2007). Uma analise utilizando bancos de dados publicos de ESTs
(Expressed Sequence Tags) e mRNAs revelou a existéncia de cerca de 55.000 contigs
mapeando em regides totamente intronicas (TIN) e mais de 12.000 contigs mapeando em
regibes parcialmente intrénicas (PIN), ou seja, apresentando sobreposicdo com um exon
(Nakaya et al. 2007). Foi observado também que, pelo menos 74% dos genes humanos
anotados possuem regides intronicas transcricionalmente ativas e uma andlise de potencial
codificador indicou que 98% e 90% dos transcritos TIN e PIN, respectivamente, ndo possuem
potencial para codificar proteinas, provavelmente constituindo-se em ncRNAs (Nakaya et al.
2007).

A partir da andlise de ESTs realizada, foi construido um oligoarranjo intron-exon
contendo 44 mil sondas, sintetizado sob encomenda para o estudo destes ncRNAs (Nakaya et
al. 2007). Com o uso desta plataforma, foram identificadas assinaturas de transcri¢do intronica
tecido-especificas para figado, prdstata e rim humano (Nakaya et al. 2007). Um subconjunto
de transcritos intrénicos, com orientacdo parcialmente intronica, apresentou um padrdo de
expressao correlacionada ao gene codificador de proteina expresso no mesmo locus,
indicando que os ncRNAs intrénicos podem ter um papel na regulagdo do padrao de splicing
alternativo ou ainda, regular a abundancia das mensagens codificadoras (Nakaya et al. 2007).

De maneira interessante, 0s NCRNAs TIN antissenso que apresentaram maior expressdo foram
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transcritos a partir de introns de genes codificadores de proteinas enriquecidos
significativamente na categoria de ontologia génica "Regulacdo da Transcricdo™ (Nakaya et
al. 2007).

Outro trabalho realizado em nosso grupo, demonstrou que um subconjunto de
ncRNASs intrénicos tém sua transcricdo diretamente regulada por andrégeno, atraves da
ligacdo do horménio a elementos regulatérios ARE (Androgen Response Element), de
maneira semelhante ao que ocorre com mRNAs (Louro et al. 2007). Outros estudos realizados
no laboratdrio, tém apontado também para um papel dos ncRNAs intrénicos no controle da
expressao génica em doencas como o cancer (Reis et al. 2004; Louro et al. 2007; Brito et al.

2008; Tahira et al. 2011).

1.3 RNA Polimerases de eucariotos e seus produtos

Os genes nucleares em eucariotos séo transcritos por trés RNAs polimerases (RNAPS),
denominadas RNAP I, RNAP Il e RNAP Ill (Raha et al. 2010). A RNAP | é responsavel pela
transcricdo dos RNAs ribossomais, exceto o 5S rRNA (Russell and Zomerdijk 2006). A
RNAP 1l1 transcreve ncRNAs curtos importantes para a capacidade traducional, como o 5S,
rRNA, RNAse P, RNAse MRP e todos os RNAs transportadores (Oler et al. 2010). Em
adicdo, a RNAP Il1 transcreve uma lista crescente de ncRNAs com funcges alternativas que
conectam esta polimerase a biologia do splicing (U6 snRNA), além de RNAs virais (VA-I e
VA-II), miRNAs, RNAs derivados de regides repetitivas do DNA (Mammalian-wide
Interspersed Repeat (MIR) e elementos Alu), reguladores da transcricdo pela RNAP 11 (7SK e
BC2) e RNAs associados a resisténcia a multiplas drogas (Vault) (Oler et al. 2010). Os
ncRNAs longos BC1, que ¢ especifico de roedores e BC200A, que € especifico de primatas,
também séo transcritos pela RNAP 111 (Oler et al. 2010). Estes dois ncRNAs sao localizados

especificamente em compartimentos dendriticos pds-sinapticos, onde modulam a sintese local
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de proteinas através da repressdo da iniciacdo da traducdo dependente de elF4A (Qureshi et
al. 2010). Dezenas de novos sitios de ligacdo da RNAP 11l foram identificados em regides
intergénicas e alguns sitios em regides intronicas, contudo sua significancia ainda ndo foi
determinada (Oler et al. 2010).

A RNAP Il produz uma larga variedade de transcritos, sendo os RNAs mensageiros
codificadores de proteinas o seu prototipo. Além dos mRNAs, alguns tipos de RNAs néo
codificadores de proteinas com papéis ja bem definidos séo transcritos pela RNAP I, como 0s
SnRNAs, snoRNAs, a maioria dos miRNAs e muitos ncRNAs ainda pouco conhecidos.

Os snRNAs Ul, U2, U4 e U5 sdo sintetizados pela RNAP Il e fazem parte do
spliceossomo (Hopper 2006). Os snoRNAs sdo moléculas muito estaveis processados a partir
de regides intrénicas que tem papel bem estabelecido na modificacdo de rRNAs (Mattick
2011). Alguns tém mostrado ter expressao tecido especifica, contexto-dependente ou, ainda
regulada por imprinting genémico (Mattick 2011).

Os miRNAs sdo RNAs ndo codificadores curtos, com ~23 nucleotideos, que exercem
funcdes regulatérias através da repressao traducional, desestabilizacdo de mRNAs ou uma
combinagdo de ambos (Carthew and Sontheimer 2009; Inui et al. 2010). Novas descobertas
indicam que miRNAs também estdo envolvidos na regulacdo transcricional, juntamente com
os fatores de transcricdo (Martinez and Walhout 2009). Estes RNAs curtos séo transcritos a
partir de longos transcritos primarios (pri-miRNAS) que podem estar localizados em regides
intrénicas, antissenso ou intergéncias, os quais sao semelhantes a mRNAs, possuindo cap 5' e
cauda poli-A (Lee et al. 2004). Cada pri-miRNAs contéem uma ou mais regides
intramoleculares de dsRNA (hairpin) que s@o clivados por um complexo nuclear
multiprotéico denominado Microprocessor, cujos componentes centrais sdo a Drosha, uma
endonuclease RNase I11, e aproteina ligadora de RNA dupla fita DGCR8/Pasha (Carthew and

Sontheimer 2009; Inui et al. 2010). Este processamento gera precursores (pre-miRNAs) de 70
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nucleotideos que sdo exportados para o citoplasma pela exportina 5 (Bartel and Chen 2004).
No citoplasma, o pre-miRNA é reconhecido pela Dicer, outra endonuclease RNase Ill, e por
uma proteina ligadora de RNA, TRBP (TAR RNA Binding Protein) (Carthew and Sontheimer
2009; Inui et al. 2010). A Dicer cliva este precursor, gerando um miRNA maduro dupla fita
de ~23 nucleotideos. Os siRNAs também sdo processados pela Dicer, porém a partir de
longos dsRNAs e a Drosha néo esta envolvida no processo (Carthew and Sontheimer 2009).
Recentemente, uma via de maturacao independente da Dicer também foi reportada (Cheloufi
et al. 2010). Uma vez processados, 0s miRNA e siRNAs maduros passam a fazer parte do
complexo RISC (RNA Induced Silencing Complex), tendo a funcédo de direcionar o complexo
aos seus respectivos alvos através de interacbes mediadas por pareamento de base (Carthew
and Sontheimer 2009; Inui et al. 2010).

Embora os dados descritos nos itens anteriores demonstrem que a maior parte dos
transcritos humanos sdo ncRNAs longos transcritos a partir de regides intronicas e
intergénicas, até o0 momento nenhum trabalho estudou diretamente o mecanismo de sintese
destes transcritos. Uma parcela considerdvel dos ncRNAs longos parece ser transcrita pela
RNAP I, j& que muitos destes transcritos compartilham caracteristicas estruturais com
mRNAs, como a poliadenilagdo na cauda 3°, splicing e estrutura cap 5' (Erdmann et al. 2001;
Numata et al. 2003; Willingham and Gingeras 2006; Qureshi et al. 2010). Além disso,
experimentos de imunoprecipitacdo da cromatina acompanhado de tiling arrays ou
sequenciamento de Gltima geracdo demonstraram que a RNAP Il e muitos sitios de ligacdo de
seus fatores de transcricdo, e ainda, modificacbes de histonas relacionadas a iniciacdo da
transcricado, estdo localizados em muitas regides genémicas distantes de promotores canénicos
de genes codificadores de proteinas (Cawley et al. 2004; Birney et al. 2007; Guttman et al.
2009; Rozowsky et al. 2009). Entretanto, estudos recentes apontam para a possibilidade de

que uma fracdo consideravel dos ncRNAs ndo possua estas caracteristicas.
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Cheng e colaboradores, através de experimentos utilizando tiling arrays demonstraram
que quase metade dos transcritos encontrados em células humanas ndo sdo poliadenilados
(Cheng et al. 2005) e uma possibilidade € que sejam transcritos pela RNAP 11l (Mattick
2011). Estudos mais recentes também tém relatado que muitos transcritos nao poliadenilados
correspondem a RNAs ainda ndo conhecidos que mapeiam em regides intronicas e

intergénicas do genoma (Wu et al. 2008; Yang et al. 2011).

1.4 Processo de transcri¢do pela RNA Polimerase 11

A transcricdo € uma funcdo central na regulacdo da expressdo génica que ocorre no
nacleo de células eucaridticas em coordenagdo com outros processos nucleares. Em células
eucarioticas, a producdo de mRNA maduro que sai do ndcleo para ser traduzido em proteinas
requer precisa e extensiva modificagdo do transcrito nascente. Os mRNAs codificadores de
proteinas recém-sintetizados (pré-mRNAs) pela RNAP Il passam por varios passos de
processamento (Luna et al. 2008).

O primeiro passo € a adicdo da estrutura 7-metilguanosina cap na extremidade 5' do
transcrito (cap 5'). Quando o transcrito alcanca 20-30 nucleotideos de extensdo, o cap 5' é
adicionado, protegendo o transcrito nascente de ser degradado. Em seguida, o cap 5' é ligado
pelo complexo CBC (Cap Complex Binding), que parece ser o primeiro complexo protéico a
se ligar no pré-mRNA, sendo requerido para os passos sub-sequentes de splicing, transporte
nuclear, traducdo e decaimento do mRNA (Aguilera 2005; Carmody and Wente 2009). O
proximo evento é o splicing, onde um grupo de proteinas é adicionado no sitio de fusdo do
exon com o intron (Carmody and Wente 2009). Estas proteinas sdo definidas como EJC
(Exon-Junction Complex). A adicdo de cap 5 e o splicing sdo importantes para o
recrutamento do complexo TREX, que é altamente conservado e € essencial para a exportacdo

do mRNA (Cheng et al. 2006). O processamento final do pré-mRNA envolve os eventos de
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clivagem 3' e poliadenilacdo. O sitio de poliadenilacdo é reconhecido na regido 3' UTR
(Untranslated Region), resultando na clivagem do pré-mRNA 20 a 30 bases depois deste sitio
pelos fatores CstF, CPSF, CFIm e CFlIm em mamiferos e CF1A, CF1B e CPF, em leveduras.
A cauda poli-A é adicionada na extremidade 3' do corte, pela poli-A Polimerase, e ligada pela
proteina de ligacdo poli-A (Carmody and Wente 2009). O processo de poliadenilagéo facilita
a liberacdo do mRNA do sitio de transcri¢do e sua exportacédo através do NPC (Nuclear Pore
Complex), além de ser importante na sua estabilidade e iniciacdo da traducdo (Moore and
Proudfoot 2009).

Alguns prée-mRNAs podem, ainda, sofrer edi¢bes pos-transcricionais, como
substituicdes de bases (Farajollahi and Maas 2010). Estas modificacbes podem gerar ou
depletar sitios de splicing, regular splicing alternativo e influenciar na dinamica de sitios de
splicing constitutivo (Farajollahi and Maas 2010). As edicGes de bases podem também
promover retencdo nuclear de mMRNAs e substituicbes de aminoacidos durante o processo de
traducéo, constituindo-se em um processamento muito importante na regulacdo da expressao
génica (Farajollahi and Maas 2010).

Durante todo o processamento, o pré-mRNA se associa com proteinas ligadoras de
RNA formando um complexo ribonucleoproteina (RNP), que especifica seu processamento,
transporte, localizacdo sub-celular, traducdo e estabilidade (Aguilera 2005; Luna et al. 2008).
O RNP, muitas vezes, é parte de uma grande estrutura chamada granulo de transporte de
RNA, que é transportada, por proteinas motoras juntamente com elementos do citoesqueleto,

para o destino final do MRNA na célula (Besse and Ephrussi 2008).

1.5 Localizacao sub-celular de mRNAs e de ncRNAs em eucariotos

Virtualmente todas as células sdo polarizadas, particionando de forma diferencial seus

conteddos moleculares para uma variedade de organelas, compartimentos e interfaces de
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membrana que executam func@es bioldgicas regulatorias especializadas (Lecuyer et al. 2007).
Com a descoberta do peptideo sinal, pensava-se que o direcionamento das proteinas para 0s
seus varios destinos sub-celulares ocorria somente apos a traducdo (Blobel and Dobberstein
1975). Contudo, mais recentemente, tém sido mostrado que a localizacdo da proteina também
pode ser controlada através da localizacdo do mMRNA antes de sua traducao (Bashirullah et al.
1998; Czaplinski and Singer 2006).

O processo de localizacdo do mRNA acoplado a sua tradugdo tem sido reconhecido
como um mecanismo poderoso para restringir espacialmente e temporalmente a expressao
génica a sitios especificos dentro de células altamente polarizadas (revisado em (Besse and
Ephrussi 2008; Martin and Ephrussi 2009)). A habilidade de restricdo da sintese do mRNA ao
local adequado é imprescindivel, em particular, para proteinas que podem ser tdxicas ou
deletérias as células quando expressas ectopicamente. Além disso, a localizacdo do transcrito
permite a imposicao de muitos niveis de controle da expressdo génica.

Alguns estudos tém revelado que um vasto numero de mRNAs ocupam localiza¢Ges
sub-celulares especificas, por exemplo, apical-basal, associado a membrana, centrossomos,
microtubulos, o que indica que a localizagdo do mMRNA é um mecanismo importante usado
pelas células para estabelecer estruturas e compartimentos funcionalmente distintos (Lecuyer
et al. 2007; Besse and Ephrussi 2008).

Uma vantagem de restringir a expressao génica espacialmente € a possibilidade de se
obter alta resolucdo temporal, dado que um estimulo local pode regular a traducdo, ao invés
de requerer um sinal para que o0 mRNA seja transcrito no nucleo e exportado para o
citoplasma para iniciar a traducdo (revisado em (Besse and Ephrussi 2008; Martin and
Ephrussi 2009)). Assim, moléculas de mRNA localizadas podem ser submetidas a muitos

ciclos de sintese de proteinas e, ainda, evitar o custo energético de mover cada molécula de
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proteina individualmente para o local de sua atuacéo (revisado em (Besse and Ephrussi 2008;
Martin and Ephrussi 2009)).

O direcionamento do mRNA para uma localizacao especifica envolve muitos passos.
O “enderego” celular dos transcritos ¢ codificado por elementos regulatorios em Cis, ou
motivos, no RNA. Estes elementos, chamados “elementos de localizagdo” ou “zipcodes” sao
mais frequentemente encontrados na regido 3' UTR, todavia, em alguns casos podem ser
encontrados na 5 UTR ou na sequéncia codificadora (Besse and Ephrussi 2008; Martin and
Ephrussi 2009).

Os elementos de localizacdo sdo reconhecidos por proteinas ligadoras de RNAs
especificas que, frequentemente, tém fungbes tanto na localizacdo dos transcritos quanto na
regulacao de sua traducdo (Martin and Ephrussi 2009). Como ja mencionado no item anterior,
varios estudos indicam que o processamento de pré-mRNAs no nucleo é requerido para o
recrutamento de proteinas de ligacdo de RNA que determinam sua eventual localiza¢do no
citoplasma (Aguilera 2005; Giorgi and Moore 2007; Luna et al. 2008). O mecanismo de
splicing, por exemplo, é um passo importante para o transporte dos mMRNAs para o citoplasma
(Valencia et al. 2008), sendo necessario para 0 recrutamento de proteinas essenciais no
processo de exportagéo.

Diferente de mRNAs, muitos ncRNAs ndo sdo sofrem o processamento de splicing
(Ravasi et al. 2006; Nakaya et al. 2007), enquanto, contraditoriamente, alguns ncRNAS
sofrem splicing e permanecem no ndcleo (Khalil et al. 2009), ndo sendo exportados para o
citoplasma. Também existem mecanismos independentes de splicing para o recrutamento de
fatores de transporte o para 0 RNA nascente, como € o caso de mMRNAs unspliced de histonas,
onde fatores cis na sua sequéncia promovem a ligacdo de fatores de exportacdo (Huang and
Carmichael 1997; Erkmann et al. 2005). Contudo, ainda nao se sabe se tais vias poderiam ser

responsaveis pela exportacdo de ncRNAs (Clark and Mattick 2011).
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Uma andlise global da localizacdo de mRNAs durante a embrigénese de Droshophila,
usando RNA-FISH (RNA-Fluorescence In Situ Hybridization), revelou que 71% dos genes
expressos avaliados apresentaram um padrdo de localizacdo sub-celular bem definido
(Lecuyer et al. 2007). Os mRNAs foram agrupados em mais de 30 categorias, incluindo
RNAs localizados em pdlos embridnicos, no citoesqueleto, na maquinaria de diviséo celular,
no nudcleo, em foci citoplasmatico entre outros. Em vista da frequéncia e variedade de
localizagdo dos mRNAS, 0s autores sugeriram que as vias de trafego dos RNAs podem ter um
impacto sobre todos os aspectos da arquitetura e fungéo celular (Lecuyer et al. 2007).

Lecuyer e colaboradores também observaram que uma parte dos transcritos expressos
foi retida no nucleo durante alguns estadgios do desenvolvimento (Lecuyer et al. 2007).
Quando o0 mRNA era observado localizado no nucleo, pouca ou nenhuma expressdo de sua
proteina podia ser observada na célula, mas em estdgios onde a proteina foi expressa
abundantemente, pdde-se verificar um padrao difuso de localizacdo do mMRNA no citoplasma
da célula (Lecuyer et al. 2007). Este exemplo sugere que a retencdo nuclear € um mecanismo
regulatorio adicional na coordenagdo do momento preciso de expressao da proteina na célula.
Relatos de retengdo nuclear controlando a traducdo do mRNA em proteina e retencéo nuclear
em fases especificas do desenvolvimento também ja foram documentados em mamiferos
(Prasanth et al. 2005; Chen and Carmichael 2009).

De maneira interessante, alguns mMRNAs localizados parecem ter outros papéis
funcionais na célula, além de codificar para proteinas. E o caso, por exemplo, do mRNA
VegT, em oocitos de Xenopus (Kloc et al. 2005). Este mRNA localiza-se no cortex vegetal,
onde interage com filamentos de citoqueratina, juntamente com o ncRNA Xlsirts, sendo
essencial para a manutencdo do citoesqueleto de citoqueratina e apropriada formacdo dos
granulos germinativos, propiciando subsequente desenvolvimento da linhagem germinativa

(Kloc et al. 2005). De modo similar, um grande nimero de RNAs, particularmente RNAs
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ribossomais, assim como muitos transcritos ainda ndo caracterizados, se associam com o fuso
mitotico (Blower et al. 2005). Os autores observaram que o tratamento com RNAse A causa
rompimento no fuso, todavia, tratamento com inibidores de traducdo ndo tem nenhum efeito
aparente, argumentando para a possibilidade destes RNAs desenvolverem papéis na
organizacéo estrutural do fuso mitotico (Blower et al. 2005).

Alguns ncRNAs ja foram associados com estruturas sub-celulares especificas. O
ncRNA Gomafu, por exemplo, é encontrado em dominios sub-nucleares em neur6nios pos-
mitoticos e células progenitoras neurais em diferenciacdo (Sone et al. 2007). Gomafu tem
funcbes associadas ao desenvolvimento da retina e variantes de sequéncias tém sido
relacionadas a susceptibilidade ao infarto do miocardio em humanos (Ishii et al. 2006;
Rapicavoli et al. 2010).

O ncRNA MALAT1(Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1), que
tem expressdo aumentada em varios tipos de canceres, € retido no nucleo e localiza-se em
sub-estruturas denominadas speckles nucleares, que sdo complexos ribonucleoprotéicos
enriquecidos em fatores de splicing de pré-mRNA, incluindo snRNPs (small nuclear
ribonucleoprotein particles) e proteinas SR (Serine/arginine-Rich proteins) (Lamond and
Spector 2003; Hutchinson et al. 2007; Lin et al. 2007). MALAT1 esta envolvido na regulacdo
de splicing alternativo, sequestrando varios fatores de splicing SR para os speckles (Tripathi
et al. 2010). A deplecdo de MALATL altera a localizagéo e atividade de fatores de splicing,
alterando o padrdo de splicing alternativo para um grupo de pré- mRNAs (Tripathi et al.
2010). MALAT1 também controla processos complexos como a invasdo de trofoblastos na
parede uterina durante o desenvolvimento e sinaptogénese (Tseng et al. 2009; Bernard et al.
2010).

O ncRNA NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 1) ou MEN-epsilon/beta

(Multiple Endocrine Neoplasia epsilon/beta) localiza-se na sub-estrutura nuclear
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paraspeckles, que é localizada adjacente aos speckles e esta envolvida na retencdo nuclear de
RNAs com edi¢des adenosina a inosina (A—I) ¢ de RNAs que sdo induzidos em células
diferenciadas (Bond and Fox 2009). Recentemente, foi observado que o ncRNA NEAT1 é um
componente essencial para a formacdo e manutencdo de paraspeckles (Clemson et al. 2009;
Sasaki et al. 2009; Sunwoo et al. 2009). Chen e colaboradores observaram também que
NEAT1 ndo é expresso em células tronco embrionarias humanas e que paraspeckles estdo
ausentes nestas células, so surgindo apés a diferencia¢do, concomitante com a expressao de
NEAT1 (Chen and Carmichael 2009). De forma semelhante, Sunwoo e colaboradores
mostraram que a expressdo de NEAT1/paraspeckles € induzida com a diferenciacdo de
mioblastos em miotabulos, ocorrendo um aumento de trés vezes na expressdo de NEAT1 e
um aumento no tamanho e no numero de paraspeckles (Sunwoo et al. 2009).

Um estudo de média-escala utilizando hibridizacéo in situ, revelou que a maioria dos
88 ncRNAs expressos em células de Purkinje, no cerebelo de camundongo, apresentou
evidéncia de localizacdo sub-celular, contribuindo para a idéia que muitos destes RNAs néo
codificadores de proteinas podem ocupar locais especificos na célula (Mercer et al. 2008).
Dos ncRNAs expressos, 29% mostrou um padrdo de localizagcdo nuclear difuso, 61%
apresentou um padrdo de foci e 10% parece ser localizado ao longo do corpo celular (Mercer
et al. 2008).

RNAs nédo-codificadores de proteinas parecem exibir uma variedade de localizagdes, 0
que, provavelmente, pode ser uma caracteristica geral dos ncRNAs, nas quais podem
desempenhar uma variedade de papeis em diferentes dominios sub-celulares (Clark and
Mattick 2011). Embora a maioria dos trabalhos, até 0 momento, tenha focado em descrever a
localizagdo de ncRNAs individualmente, um estudo em linhagens celulares humanas usando
tiling arrays gendmicos relatou que ~30% dos ncRNAs longos s&o encontrados

exclusivamente no nucleo, ~15% sdo encontradas exclusivamente no citoplasma e ~50% s&o
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encontrados em ambos os compartimentos (Kapranov et al. 2007). Esta distribui¢do sub-
celular implica que os ncRNAs podem controlar a regulacdo génica a nivel transcricional e
pos-transcricional e o entendimento deste fenbmeno pode ajudar na expansdo do
conhecimento a respeito da biologia celular e da funcdo destes RNAs ndo codificadores de

proteinas (Clark and Mattick 2011).

1.6 ncRNAs longos e regulagdo da expressao génica em eucariotos

1.6. 1 Regulacéo transcricional de mMRNAs

Ao nivel transcricional, ncRNAs longos podem agir como estrutura de base,
possibilitando a ligagdo, recrutamento, ou coordenacdo transcricional de complexos
remodeladores da cromatina ativadores ou repressores a um locus genémico especifico (Wang
and Chang 2011). As mudancas na expressao génica promovidas por ncRNAs podem ocorrer
na vizinhanga de seu locus (cis) ou em genes distantes de seu locus (trans).

Um dos mais bem estudados mecanismos de regulagdo por ncRNAs em cis é referente
ao centro de inativacdo do cromossomo X, Xic (X inactivation center), um locus génico que
especifica varios ncRNAs, entre estes o Xist (Chow and Heard 2009). Xic controla o
silenciamento de um dos cromossomos X em embriGes de fémeas de mamiferos, para
promover a compensacdo de dose entre os sexos. Uma das primeiras mudangas que ocorrem
durante a etapa de silenciamento de um dos cromossomos X € o recrutamento em cis do
complexo de remodelamento da cromatina polycomb 2 (PRC2) pelo ncRNA RepA, que é
originado da extremidade 5' de Xist (Zhao et al. 2008). RepA inicialmente recruta PRC2 para
o futuro cromossomo X a ser inativado (Xi), contudo o ncRNA Tsix, que é antissenso ao Xist
e tem papel bem estabelecido como antagonista de Xist, pode inibir esta interacdo competindo
com RepA pela ligagdo ao PRC2 (Chow and Heard 2009; Senner and Brockdorff 2009).

Durante a inativa¢do de um dos cromossomos X, Tsix tem sua expressao diminuida no futuro
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Xi, de maneira que RepA pode recrutar o PRC2 e ativar a transcricdo de Xist (Chow and
Heard 2009; Senner and Brockdorff 2009). A inducdo de Xist € acompanhada pelo
recrutamento de PRC2 que promove modificacdes de cromatina, trimetilacdo na lisina 27 da
histona H3 (H3K27), no cromossomo Xi levando ao silenciamento de sua transcricdo (Zhao et
al. 2008). Mais recentemente, foi mostrado que uma proteina de matriz, hnRNP U
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U), pode ser necessaria para o acimulo de Xist no
Xi (Hasegawa et al. 2010). Xist interage com esta proteina, de forma que a deplecdo de
hnRNP U faz com que Xist deixe de se acumular ao longo do cromossomo Xi e passe a se
localizar difusamente pelo nucleoplasma (Hasegawa et al. 2010).

Mecanismos de repressdo da atividade transcricional similares tém sido reportados
para outros ncRNAs longos. O ncRNA Air silencia a transcricdo em cis de uma regido de
400kb que inclui os genes Slc22a3, Slc22a2 e Igf2r no cromossomo paternal. Analogo a Xist,
Air € retido no nucleo (Seidl et al. 2006) e parece cobrir o locus imprinted no cromossomo
paterno (Nagano et al. 2008). Todavia, ao invés de se localizar uniformemente ao longo do
dominio silenciado, Air acumula-se preferencialmente no promotor de Slc22a3, recrutando o
complexo modificador de cromatina G9a metiltransferase que metila a lisina 9 da histona H3,
causando silenciamento do promotor Slc22a3 no alelo paterno (Nagano et al. 2008).

De forma semelhante, o0 ncRNA Kcnglotl estd associado ao silenciamento
bidirecional de cerca de 10 genes silenciados por imprinting no cromossomo paterno no locus
Kcngl (Mancini-Dinardo et al. 2006). O ncRNA Kcnglotl acumula-se ndo uniformemente ao
longo do locus Kcngl e exerce sua funcéo via interacdo com proteinas dos complexos G9a e
PRC2 (Pandey et al. 2008). De forma interessante, certos genes no locus Kengl imprinted sdo
silenciados apenas na placenta, provavelmente, porque o0 ncRNA Kcnglotl interage com G9a

e PRC2 de maneira linhagem especifica, resultando no estabelecimento de um estado
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repressivo de modificagbes de histonas destes genes somente em certos tipos celulares
(Pandey et al. 2008).

Um mecanismo parecido também ocorre em plantas, sugerindo que a relacdo ncRNA-
PRC2 é um mecanismo de repressdo génica evolutivamente conservado (Wang and Chang
2011). Por exemplo, o ncRNA COLDAIR (Cold Assisted Intronic Noncoding RNA), em
Arabidopsis, € necessario para o estabelecimento e manutencdo de um estado repressivo da
cromatina durante o periodo de frio (Heo and Sung 2011). COLDAIR é transcrito na direcdo
senso de um intron de seu gene alvo, FLC, um forte repressor floral. Este ncRNA desempenha
um papel critico em direcionar o complexo PRC2 para a cromatina do gene FLC durante a
vernalizacdo, promovendo sua repressdo génica através da trimetilacdo de H3K27 (Heo and
Sung 2011). Similarmente, em leveduras, varios ncRNAs antissenso, em numerosos loci
génicos, promovem o silenciamento da transcri¢do senso por afetar os estados de metilacéo e
acetilacdo da cromatina (Camblong et al. 2007; van Dijk et al. 2011).

Em contraste ao grupo de ncRNAs longos que regulam a expressdo génica em cis,
ainda se conhecem poucos exemplos bem caracterizados de ncRNAs longos que agem em
trans. Um trabalho recente investigando lincRNAs regulados pelo fator de transcricdo
supressor tumoral p53, revelou um ncRNA, lincRNA-p21, que promove silenciamento de
maltiplos genes localizados ao longo do genoma (Huarte et al. 2010). O promotor de
lincRNA-p21 é ativado diretamente por p53 em resposta a dano de DNA e a sua expressdo
ectopica promove mudancas na expressdo génica e induz apoptose. Uma pesquisa dos fatores
que interagem com lincRNA-p21 identificou hnRNP (heterogenous nuclear
ribonucleoprotein K), um componente de um complexo repressor que age na via de p53. A
interacdo de hnRNP K com o dominio 5' de lincRNA-p21 foi necessaria, mas nédo suficiente
para inducdo de apoptose, 0 que sugere que outras regides do RNA sdo requeridas para

recrutar outros fatores ou complexos para a cromatina (Huarte et al. 2010).
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Centenas de ncRNAs longos sdo sequencialmente expressos ao longo dos eixos de
desenvolvimento temporal e espacial dos loci humanos homeobox (Hox), onde definem
dominios de cromatina com diferentes padroes de metilagdes de histona e acessibilidade a
RNA polimerase (Rinn et al. 2007). Um destes ncRNAs, o HOTAIR (Hox Transcript
Antisense RNA), origina-se do locus HOXC e silencia a transcricdo ao longo de 40kb do
locus HOXD, em trans, por induzir um estado de cromatina repressivo, que € proposto
ocorrer atraves de recrutamento de PRC2 (Rinn et al. 2007). Adicionalmente, a expressao de
HOTAIR tem sido recentemente associada a metastase (Gupta et al. 2010). Foi observado
elevada expressdao de HOTAIR em metastase de cancer de mama e sua deplecdo reduz a
invasividade de células que expressam altos niveis de proteinas do complexo PRC2 (Gupta et
al. 2010).

LincRNAs, como HOTAIR, sdo capazes de alterar e regular estados epigenéticos
através do recrutamento de complexos modificadores da cromatina em trans. Em suporte a
esta idéia, multiplos ncRNAS expressos em varios tipos celulares mostraram-se associados a
PRC2, de forma que a deplecdo mediada por siRNA de uma parte destes ncCRNAS promoveu 0
enriquecimento de genes normalmente reprimidos por PRC2 (Khalil et al. 2009; Zhao et al.
2010).

O mecanismo de associacdo de ncRNAs longos aos complexos modificadores de
cromatina pode resolver o paradoxo de como estes complexos que, frequentemente, possuem
dominios de ligacdo a RNA, mas pouca especificidade de sequéncia para ligacdo em DNA,
sdo capazes de se ligar a cromatina e promover a regulacdo da expressao génica através de
modificagdes na sua estrutura (Mercer et al. 2009).

Adicionalmente, tém sido sugerido que o processo de transcricdo de ncRNAS por si
sO, ao inves do produto de transcricdo, no caso o proprio ncRNA, pode ser funcional por

facilitar uma estrutura de cromatina aberta em promotores de genes codificadores de
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proteinas, aumentando a acessibilidade aos fatores de transcricdo e a RNA polimerase (Dinger
et al. 2009; Atkinson et al. 2011). Um exemplo ¢é a transcri¢cdo de ncRNAs longos a montante
do locus fbp1* de Schizosaccharomyces pombe, que induz remodelamento de cromatina que é
critico para ativacdo da transcricdao de genes codificadores de proteinas a jusante (Hirota et al.
2008). De maneira interessante, foi observado que a transcricdo de ncRNASs inicia-se em
multiplos sitios a montante do promotor fbpl®, causando uma regifo de cromatina aberta que
procede progressivamente até o sitio de inicio da transcricdo do mRNA. A insercdo de um
terminador transcricional na regido a montante do mRNA abole a cascata de transcri¢cdo dos
ncRNAs e promove alteracdo progressiva da cromatina, resultando em reducdo do
recrutamento de fatores de transcri¢do ao promotor de fbpl* e minima indugio da transcri¢io
do mRNA (Hirota et al. 2008). Um mecanismo similar de remodelamento da cromatina
promovido pela transcricdo de ncRNAs foi mostrado no locus ade6-M26 de S. Pombe (Hirota
and Ohta 2009).

Em alguns casos, ambos, a transcrigdo de um locus e o transcrito resultante podem ser
funcionais, como foi observado no locus humano DHFR, onde a transcri¢do de um promotor a
montante do mMRNA e o ncRNA resultante contribuem para a repressdo do gene codificador
de proteinas, DHFR (Martianov et al. 2007). O ncRNA DHFR inibe a expressdao do mRNA
em cis e em trans, através da formacdo de uma estrutura tripla hélice RNA-DNA com o
promotor DHFR, que interage diretamente com o fator de transcricdo TFIIB, resultando no
rompimento do complexo de pré-iniciacdo no promotor do mMRNA (Martianov et al. 2007).

Dependendo do locus génico, a transcricdo do ncRNA pode ter profundos efeitos,
influenciando negativamente ou positivamente na expressdo de genes codificadores na
vizinhanga. Em alguns casos, a acdo da transcricdo € suficiente para ter consequéncias
funcionais, mas é provavel que muitos dos ncRNAs produzidos ainda possam desempenhar

papéis adicionais, ainda ndo conhecidos (Wilusz et al. 2009).
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Transcritos nascentes podem também representar alvos que recrutam fatores efetores,
como é o caso, por exemplo, da transcricdo de ncRNAs longos associados com a regido
promotora do gene cyclin D1 (Wang et al. 2008). Estes ncRNAs agem cooperativamente
recrutando e modulando a atividade da proteina ligadora de RNA TLS (Translocated in
Liposarcoma), em resposta a radiacdo ionizante. A ligacdo dos ncRNAs induz mudanca
conformacional de TLS, possibilitando a inibicdo da atividade de histona acetil transferase
dos complexos CBP (CREB-Binding Protein) e p300 histone acetyltransferase, através de sua
porcdo amino-terminal, silenciando a expresséo de cyclin D1 (Wang et al. 2008). A habilidade
de alguns ncRNAs, de se ligar e recrutar proteinas ligadoras de RNA para as regides
promotoras, representa mais uma expansdo do repertorio de regulacdo disponivel para o
programa transcricional (Wang et al. 2008).

NCcRNAs longos podem também agir como co-fatores que modulam a atividade de
fatores de transcricdo. Em camundongo, o ncRNA Evf2 é transcrito de um enhancer
ultraconservado e recruta o fator de transcricdo DLX2 para 0 mesmo enhancer para induzir a
expressdo do gene adjacente, DIx6 (Feng et al. 2006). Recentemente, estes nCRNAs
transcritos a partir de regides enhancers foram definidos como uma nova classe de ncRNAs,
enhancer RNAs ou eRNAs (Kim et al. 2010). Em conformidade com o exemplo citado acima,
o nivel de expressao destes eRNAs foi correlacionado positivamente com o nivel de sintese de
MRNA nos genes na sua vizinhanca, sugerindo que a sintese de eRNA ocorre especificamente
em enhancers que estdo ativamente engajados na sintese de mMRNA (Kim et al. 2010; Wang et

al. 2011).

1.6.2 Regulacéo pos-transcricional

A habilidade de ncRNAs longos em reconhecer sequéncias complementares propicia

interacbes altamente especificas que sdo essenciais na regulacdo de véarios passos do
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processamento de mRNAs, incluindo splicing alternativo, edicdo, transporte, traducdo e
degradacdo (Mercer et al. 2009). A maioria dos genes de mamiferos expressam transcritos
antissenso, que podem constituir uma classe de ncRNAs importante na regulacdo da dindmica
do mRNA (He et al. 2008).

NCcRNAs antissenso podem mascarar elementos chaves na sequéncia do mRNA
através da formacdo de RNA duplexes, como é o caso do Zeb2/Sipl ncRNA, que é
complementar a um sitio de splicing 5' de um intron do mRNA Zeb2/Sipl (Beltran et al.
2008). O gene Zeb2/Sipl é um repressor transcricional de E-cadherin, cuja expressdo €
altamente regulada durante a transicao epitelial-mesenquimal (EMT). A expressao do ncRNA
¢ induzida apds EMT e previne o splicing de um intron que contém um Internal Ribosome
Entry Site (IRES), requerido para a eficiente traducdo e expressdo da proteina Zeb2/Sipl
(Beltran et al. 2008). Em adicdo a este exemplo, existem muitos outros transcritos antissenso
ndo codificadores de proteinas envolvidos na modulacéo de padrdes de splicing alternativo do
gene ao qual se se sobrepdem (Krystal et al. 1990; Munroe and Lazar 1991; Yan et al. 2005).

Certos ncRNAs podem parear com miRNAs, inibindo a sua habilidade de interagir
com seus mRNAs alvos. Este mecanismo é usado pelo ncRNA IPS1 (Induced by Phosphate
Starvation 1) em Arabidopsis thaliana (Franco-Zorrilla et al. 2007). O ncRNA IPS1 se liga e
sequestra 0 miRNA miR-399 através de complementariedade de sequéncia quase perfeita,
resultando na expressdo aumentada dos genes alvos de miR-399 (Franco-Zorrilla et al. 2007).

O ncRNA rncs-1, em C. elegans, interfere no processamento de transcritos de dsRNA
pela Dicer (Hellwig and Bass 2008). Apesar de conter uma dupla hélice quase perfeita de
~300 pares de bases, este transcrito ndo € substrato da Dicer por apresentar estruturas
ramificadas flanqueando a porcdo central da dupla helice que inibem seu processamento. Ao
invés disso, 0 ncRNA rncs-1 atua em trans, inibindo a atividade da Dicer. Apds super-

expressao ou delecdo da atividade de rncs-1 in vivo, 0s niveis de expressao de certos SIRNAS
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foram diminuidos ou aumentados, respectivamente, com as correspondentes mudancas nos
seus niveis de mRNAs alvos (Hellwig and Bass 2008). Com isso, tém sido proposto que o
ncRNA rcnsl se liga a Dicer ou assessora a ligacdo de proteinas ligadoras de dsRNA para
competir com outros dsRNAs envolvidos em silenciamento génico (Hellwig and Bass 2008).

Alternativamente, o anelamento do ncRNA pode promover a ligacdo de complexos
protéicos efetores da degradacdo do mRNA, de uma maneira analoga ao exercido pelo
complexo RISC quando associado a siRNAs e miRNAs (Mercer et al. 2009). RNA duplexes
resultantes do anelamento de transcritos complementares, ou mesmo de ncRNAs longos com
hairpins internos que podem ser processados em RNAs curtos, aumentam a possibilidade de
gue muitos ncRNAs longos possam participar em vias de silenciamento de RNA (Ogawa et
al. 2008).

Um papel muito interessante é desempenhado pelo ncRNA longo NRON (Noncoding
Repressor of NFAT), que participa do controle do trafego nuclear do fator de transcri¢do
NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells). A deplecio do ncRNA aumenta
significativamente os niveis nucleares de NFAT, sugerindo que NRON funciona como um
regulador especifico do trafego de NFAT para o nucleo (Willingham et al. 2005; Sharma et al.
2011). Provavelmente, ainda existem muitas outras funcOes exercidas pelos ncRNAs na
biologia da célula que ainda ndo foram descobertas. A observacdo que muitos ncRNAs se
localizam no citoplasma refor¢cam ainda mais esta idéia (Kapranov et al. 2007).

Dois estudos recentes empregaram sequenciamento de ultima geragdo para determinar
se ncRNAs podem ser encontrados em associacdo com os ribossomos (Ingolia et al. 2011;
Wilson and Masel 2011). Notavelmente, estes estudos revelaram que muitos RNAS
previamente anotados como NncRNAs, em leveduras (Wilson and Masel 2011) e e em células
tronco embrionarias de camundongos (Ingolia et al. 2011) estdo no citoplasma, engajados na

maquinaria de traducdo. Este trabalho chama a atencdo para o fato de que uma fracdo de
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transcritos anotados como ndo-codificadores podem, na realidade, codificar para pequenos
peptideos.

Adicionalmente, o sequenciamento em larga escala do transcriptoma mitocondrial
humano tem revelado a presenca de ncRNAs nesta organela, onde podem estar envolvidos em

funcBes especificas (Mercer et al. 2011; Mercer et al. 2011).

1.7 Vias de degradacdo de mRNAs em eucariotos

Mudancas rapidas e precisas na expressao génica sao essenciais para todos o0s aspectos
da fisiologia celular, e células eucarioticas efetivamente regulam sua expressao génica através
de rapido ajuste do transcriptoma. A abundéncia de um transcrito é determinada pelo balango
entre a producdo do mRNA e sua degradacdo, mas a velocidade com que as células ajustam
seus niveis de mRNA é criticamente dependente da taxa de degradagdo (Munchel et al. 2011).

O processo de degradagdo do mRNA é um evento chave na determinacdo da
estabilidade e dos niveis no estado estacionario de todas as espécies de mMRNA. Em adi¢do, as
células continuamente requerem a eliminagdo de moléculas malformadas e a reciclagem dos
produtos resultantes das reacGes de processamento (Schmid and Jensen 2008). Em células de
eucariotos, a degradacdo dos produtos derivados da RNAP Il é na maioria das vezes,
realizada por exonucleases. Pelo fato destas enzimas, geralmente, agirem em substratos de
RNA com extremidade fita simples acessivel, RNAs estaveis sdo equipados com
caracteristicas protetoras em suas extremidades (Schmid and Jensen 2008). No caso de
MRNAS, a estrutura cap 5' e a cauda poli-A conferem protecdo ao mMRNA.

De acordo com estas consideracdes, a regulacdo da degradacdo do mRNA é
promovida, principalmente, ao nivel de remocdo do cap 5' e da cauda poli-A (Schmid and
Jensen 2008). Enquanto exonucleases 5'—3' degradam RNAs com a extremidade 5'

desprotegida de uma maneira ndo especifica, 0 decaimento da extremidade 3' dos RNAs &
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realizado, na maioria dos casos, por um complexo de exonucleases altamente controlado, o
exossomo (Schmid and Jensen 2008).

No citoplasma, o exossomo participa da degradacdo de mRNAs funcionais, auxiliando
no controle da abundancia do mRNA e nas taxas de sintese de proteinas, juntamente com as
exonucleases 5'—3'. O exossomo citoplasmatico também detecta e degrada RNAs com
defeitos estruturais, através das vias de nonsense-mediated decay (NMD) e non-stop decay
(NSD). A via de nonsense-mediated decay degrada mRNAs com codon de terminacédo
prematuro, enquanto a via de nonstop decay degrada mRNAs que perderam o cdédon de
terminacdo. Adicionalmente, também existe a via de no-go decay (NGD), onde 0 exossomo
degrada RNAs cuja traducéo é paralisada nos ribossomos.

A degradacdo de mRNAs no citoplasma é iniciada pela remocéo da cauda poli-A por
deadenialases especificas. Em alguns casos, poli-A polimerases citoplasmaticas adicionam
uma cauda-poliA transiente na extremidade 3' de RNAs truncados que marca estes RNAS para
degradacdo (Slomovic et al. 2010). Uma vez que a cauda poli-A é suficientemenete curta, o
MRNA entra na via de degradacdo. Alguns mRNAs deadenilados séo degradados pelo
exossomo citoplasmatico 3'—5', enquanto outros tem a estrutura cap 5 removida pelo
complexo de decapping (Dcpl e Dcp2) e sdo rapidamente degradados pela exonuclease 5'—3'
Xrnl (exoribonuclease 1) (Schmid and Jensen 2008). Ambas as vias podem agir
redundantemente em paralelo, contudo a contribui¢do de cada uma destas vias exonucleoticas
permanece em debate (Schmid and Jensen 2008).

Em adicdo, mRNAs de histonas, que ndo sdo poliadenilados, sdo rapidamente
degradados acompanhando o processo de oligouridilagdo, que consiste na adi¢do de uridinas
na extremidade 3' do RNA, levando ao simultdneo decapping por Dcpl, acompanhado por

degradagdo 5'—3' por Xrnl e degradagdo 3'—5' pelo exossomo (Mullen and Marzluff 2008).
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Ainda permanece a ser determinado se a oligouridilacdo esta envolvida na degradacdo de
outros RNAs.

Viarias proteinas envolvidas nas vias de degradagdo 5'—3' e 3'>5', miRNAs e siRNAs
tém sido localizadas em um dominio citoplasmatico discreto denominado P-bodies
(Balagopal and Parker 2009). Além disso, apos inibicdo da degradacdo de RNA, varios
MRNAs sdo detectados nos P-bodies, sugerindo a participacdo desta estrutura na degradacéo
de RNAs (Balagopal and Parker 2009).

No ntcleo, exonucleases 5'—3' (Ratl em levedura, XRN2, em humanos, ¢ Xrnl em
ambos) e a atividade 3'—5' do exossomo degradam RNAs que sdo produtos de maturagdo, no
caso de mRNASs, os introns que sdo excisados pelo mecanismo de splicing (Houseley et al.
2006). O exossomo nuclear detecta especificamente RNAs precursores defeituosos e promove
sua degradacdo, e, além disso, degrada mMRNAs normais como parte do controle dos seus
niveis de expressdo (Kuai et al. 2005; Houseley et al. 2006).

Alguns elementos regulatérios em cis, presentes na sequéncia do mRNA, sdo
importantes na determinacdo da meia-vida basal de um mRNA especifico, se 0 mMRNA sera
estabilizado ou desetabilizado em resposta a diferentes estimulos e, muitas vezes, determinam
como seré sua degracdo (Hollams et al. 2002). Estes elementos regulatdrios sdo reconhecidos
por fatores trans, que controlam a degradacdo dos RNAs, incluindo o exossomo,
exonucleases 5'—3', siRNA, miRNA e proteinas de ligagdo a RNA (Hollams et al. 2002; Krol
et al. 2010).

Um elemento bastante conhecido por promover instabilidade ao RNA é o elemento
rico em AU (AU Rich Element- ARE). Elementos ARE estdo presentes em muitos mRNAS
que codificam proteinas nas quais sua expressao transiente € importante, como os fatores de
crescimento e proto-oncogenes (Hollams et al. 2002; Houseley et al. 2006). O exossomo,

juntamente com exonucleses 5'—3', promovem rapida degradacdo de mRNAs contendo o
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elemento ARE, via interacdo direta com ARE ou através de seu recrutamento por proteinas de
ligacdo a ARE (Moore 2002; Stoecklin et al. 2006; Schmid and Jensen 2008). Proteinas como
a HUR, membro da familia de proteinas ligadoras de RNA ELAV, podem se ligar a ARE,
protegendo os MRNAs de serem degradados, adicionando assim mais um nivel de regulacédo
na estabilidade dos mRNAs. (Moore 2002; Lebedeva et al. 2011).

A juncao de exons (exon junction) constitui outro elemento regulatério, que permite a
distingdo, pela maquinaria de NMD, entre codons de terminagdo normais e prematuros através
da ligacdo de proteinas do complexo EJC (Le Hir et al. 2001). Outros elementos cis sdo
conhecidos, como por exemplo, elementos responsivos a ferro, elementos ricos em citosina,
stem-loops em histonas e introns retidos, que parecem conferir maior estabilidade a0 mRNA
(Hollams et al. 2002; Zhao and Hamilton 2007). A contribuicdo destes elementos para a

degradacdo de ncRNAs ainda nao é conhecida.

1.8 Estabilidade de mRNASs e de ncRNAs em eucariotos

Os mRNAs exibem uma variedade de meia-vidas, que muitas vezes estdo
correlacionadas com o papel funcional da proteina por eles codificada (Hollams et al. 2002).
Proteinas que exercem funcBes que sdo constantemente necessarias na célula sdo
caracterizadas por mRNAs com meia-vida mais longa, enquanto proteinas que sao necessarias
somente durante um certa fase do ciclo celular, etapa do desenvolvimento, crescimento ou
diferenciacéo, ou em resposta a um estimulo externo, muitas vezes, tém meia-vida mais curta
(Hollams et al. 2002).

A meia-vida dos mRNAs pode aumentar ou diminuir em resposta a diferentes
estimulos, como fatores ambientais, fatores mitdgenos e de crescimento, hormonios e
mensageiros secundarios que séo liberados por cascatas de sinalizacdo (Hollams et al. 2002).

Um exemplo é 0o mMRNA VEGF, que em condigdes de hipdxia tem sua meia-vida aumentada
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de ~43 min para ~106 min (Levy et al. 1996). O fator de crescimento EGF prolonga a meia-
vida do mRNA do seu receptor EGFR (Jinno et al. 1988), e de forma semelhante, o
metabolito dihidrotestosterona regula a estabilidade do mRNA do receptor de androgeno
(Yeap et al. 1999). A exposicdo a UV-B promove estabilizacdo de muitos mRNAs com meia-
vida curta em células de mamiferos (Gowrishankar et al. 2005). Contrariamente, em
leveduras, chogue térmico moderado promove rapida degradacdo de mRNASs que codificam
para proteinas ribossomais (Herruer et al. 1988), enquanto auséncia de glicose, aminoacidos
ou estresse osmatico induzido por aglcar causam estabilizacdo de um grupo de mRNAs (Jona
et al. 2000; Benard 2004; Greatrix and van Vuuren 2006).

Mudangas na estabilidade do mRNA também podem ser importantes durante
diferenciacdo celular ou desenvolvimento embrionario. Durante a diferenciacdo muscular, a
meia-vida de alguns MRNAs de genes musculo-especificos é prolongada, declinando quando
a diferenciacdo estd completa (Rudnicki et al. 1992). A expressdo de uma variedade de
transcritos é controlada por mudancas na estabilidade do mRNA durante o desenvolvimento
neuronal (Ratti et al. 2006). AlteracBes na estabilidade de RNAs podem também estar
associadas a varias doencas, incluindo cancer, nefropatias como diabetes, atrofia muscular e
desordens neurol6gicas como doenca de Alzheimer (Hollams et al. 2002; Champelovier et al.
2006; Benjamin and Moroni 2007; Heier et al. 2007).

Tém sido mostrado que muitos NncRNAs compartilham de vias de degradagéo
utilizadas pelos mMRNAs codificadores de proteinas e que alguns tém sua meia-vida alterada
em resposta a estimulos externos ou fisiologicos. A deplecdo de dois componentes do
exossomo (Rrp46 e Rrp44) em fibroblastos humanos, através de interferéncia de RNA
acompanhada de tilling array, revelou uma classe de ncRNAs instaveis, que mapeiam a
montante de promotores de genes codificadores de proteinas conhecidos. A deplecdo de

outros fatores envolvidos em degradacdo como, Xrnl, Xrn2 e DCP2, ndo causou nenhum
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efeito na estabilidade destes ncRNAs, sugerindo que estes ncRNAs sdo degradados
especificamente pelo exossomo (Preker et al. 2008). De maneira semelhante, a andlise do
transcriptoma de leveduras mutantes para 0 componente Rrp6 do exossomo também revelou
uma classe de transcritos instaveis que sdo rapidamente degradados pelo exossomo nuclear
logo apds sua sintese (Davis and Ares 2006; Neil et al. 2009; Xu et al. 2009).

Existem evidéncias que condices fisiologicas podem afetar a natureza destes
transcritos instaveis, tornando-os estaveis. Por exemplo, a perda da proteina Rrp6 leva a
estabilizacdo de um transcrito antissenso ao gene PHO84, causando a repressdo da transcricdo
do mRNA (Camblong et al. 2007). Intrigantemente, 0 mesmo fenotipo é observado durante o
envelhecimento cronoldgico, quando a proteina Rrp6 mostra menor associacdo com o locus
PHO84 (Camblong et al. 2007).

Em leveduras, uma classe de ncRNA meiéticos é ativamente degradada durante o
ciclo celular mitético pelo exossomo nuclear, tornando-se estabilizada quando a célula entra
em diferenciacdo meiotica (Lardenois et al. 2011). O sequenciamento fita-especifico de Gltima
geracdo de leveduras mutantes para a exonuclease Xrnl, identificou 1.658 transcritos
instaveis sensiveis a degradagdo pela maquinaria 5'—3' (van Dijk et al. 2011). Mais de 50%
dos transcritos identificados tém orientacdo antissenso a genes codificadores de proteinas e
acumulam-se em meio contendo litio, indicando um possivel papel para esta nova classe de
ncRNAs na resposta adaptativa a mudancas de condi¢fes de crescimento (van Dijk et al.
2011).

Estes estudos reforcam a idéia que a estabilidade é um componente essencial na
regulacdo da expressdo génica (Jacob and Monod 1961) e indicam que a modulacdo da
maquinaria de degradacdo da célula parece estar intimamente relacionada com a regulacdo da
expressdo génica envolvendo classes de ncRNAs instaveis, que sob determinadas condi¢Ges

tornam-se estabilizadas, podendo exercer sua funcéo na célula.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a biogénese, estabilidade e localizacdo sub-celular de RNASs né&o-
codificadores de proteinas intrénicos expressos em células humanas utilizando abordagens em
larga-escala para avangar o conhecimento sobre a transcricdo, processamento e

enderecamento celular desta classe de transcritos.

2.2 Obijetivos especificos

1. Estudar a biossintese de ncRNAs intronicos em células HelLa através de inibicdo
especifica da RNAP Il com a-amanitina, seguido da extracdo do RNA das células
tratadas, marcacéo e hibridizacdo com oligoarranjos customizados contendo sondas que
interrogam a expressdo de mMRNAs codificadores de proteinas e ncRNAs intronicos
gerados em uma fracdo de loci génicos (oligoarranjos intron-exon).

2. Verificar a presenca da modificacdo co-transcricional cap 5' em ncRNAS intrdnicos,
através de tratamento de RNA total com enzimas que removem 0 cap 5' e degradam
RNAs com 5'-monofosfato, seguido de marcacéo e hibridizacdo com oligoarranjos intron-
exon.

3. Estimar a estabilidade de ncRNAs intronicos pelo tratamento de células HeLa com o
inibidor transcricional actinomicina-D durante diferentes tempos (0, 1, 3, 6 e 8h), seguido
de extracdo, marcacdo do RNA e hibridizacdo em oligoarranjos intron-exon.

4. Avaliar a distribuicdo nuclear/citoplasmética de ncRNAs intrénicos e mRNAs através de
fracionamento sub-celular de células HelLa, seguido de extracdo dos RNAs enriquecidos
nas fracbes nuclear e citoplasmatica, marcacéo e hibridizacdo com oligoarranjos intron-

exon.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem celular humana e condic6es de cultivo

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizada a linhagem celular humana de
adenocarcinoma cervical, HeLa (CCL-2), que é amplamente utilizada na comunidade
cientifica para diversos estudos. A linhagem foi adquirida da ATCC (American Type Culture
Collection) e cultivada a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, em meio de cultura apropriado. O
meio utilizado, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Cultilab), foi suplementados
com SFB (Soro Fetal Bovino) (Cultilab), 10%, bicarbonato de sddio 1,2 g/L, glicose 4,2¢/L e
com os antibioticos penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100pg/mL). Para a manutengao
das células em cultura, ao atingirem aproximadamente 80% da densidade de saturacdo, as
células foram lavadas com solucdo salina PBS (Phosphate Buffered Saline) (NaCl 140mM,
KCI 2,7mM, Na;HPO, 8mM e KH,PO, 1,5mM, pH 7,2) e subcultivadas com o uso de
solugéo de tripsina 0,1% (Cultilab). Os estoques celulares foram mantidos no meio de cultivo
com 10% de DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma) e armazenado em freezer a -80 °C.

Para os experimentos de inibicdo de RNA Polimerase Il, as células foram semeadas
(~2 x 10° células HeLa em placas de 56 cm?) e cultivadas por 24 horas, quando o meio de
cultura foi trocado por meio fresco com a-amanitina (Sigma) 50ug/mL ou com o veiculo
(H2O MilliQ estéril) e tratadas por 9 horas (Lee et al. 2004; Nakaya et al. 2007; Raha et al.
2010).

Para 0s experimentos de meia vida, as células foram semeadas (~2 x 10° células HelLa
em placas 56 cm?) e cultivadas por 24 horas, quando o meio de cultura foi trocado por meio
fresco com actinomicina-D (Invitrogen) 10 ug/mL ou com o veiculo (DMSO) e coletadas em

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

O fracionamento celular foi realizado conforme o protocolo descrito em Topisrovic et
al. (Topisirovic et al. 2003). As células (~3 x 107) foram coletadas e sedimentadas (conforme
sera descrito no item 3.3), em seguida foram lavadas em PBS pH 7,4 gelado, ressuspendidas
gentilmente em tampéo de lise (Tris pH 8,4 10mM, NaCl 140mM, MgCI2 1,5 mM, 0.5% NP-
40, ImM DTT (ditiotreitol) and RNasin (100 U/ml) (Promega)) e incubadas em gelo durante
5 minutos. A eficiéncia da lise, presenca de células intactas versus nucleos livres, foi
verificada através da andlise de uma aliquota de 1luL do lisado por microscopia de luz,
utilizando o microscépio Olympus CKX41. Em seguida, as suspensdes celulares foram
centrifugadas a 1.000g durante 5 min a 4 °C e o sobrenadante foi salvo como fragéo
citoplasmatica. Os sedimentos (fracfes nucleares) foram ressuspendidos em tampéo de lise
acrescido de 3,3% de deoxicolato de sddio e 6,6% de tween 40 e submetidos & nova
centrifugacdo a 1.000g para remocdao completa de resquicios da fracdo citoplasmética. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi coletado como fracdo nuclear. As fracGes
nucleares e citoplasméticas foram ressuspendidas 1mL e 4mL respectivamente de TRizol

(Invitrogen) e armazenados a -80 °C.

3.3 Extracao de RNA, purificacado e tratamento com DNase

Células HelLa foram cultivadas em frascos apropriados até a confluéncia desejada,
lavadas com PBS e descoladas da superficie do frasco por tratamento com 0,1% de tripsina
sequido da adicdo 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 o-
amanitina e actinomicina-D, item 3.1). Em seguida, as células foram sedimentadas por
centrifugacdo a 325 xg por 5 minutos e o sobrenadante foi removido. Os sedimentos de

células foram utilizados imediatamente (no caso do fracionamento celular, item 3.2) ou
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mantidos a -80 °C até extracdo do RNA. O isolamento do RNA foi realizado utilizando
TRizol (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante, e eluido em um volume de 100
uL de &gua tratada com DEPC (Invitrogen). Em seguida, 0 RNA é submetido a uma etapa de
purificagdo e tratamento com DNasel utilizando o kit RNAspin (GE Healthcare), de acordo
com o protocolo do fabricante, com alteracdo do tempo de incubagdo da DNasel de 15 min

para 1 hora. O RNA purificado é armazenado a -80 °C.

3.4 Avaliacdo da qualidade do RNA

As amostras foram quantificadas por sua densidade Optica a 260nm, e sua pureza
atestada pela razdo 260/280nm. As medidas foram realizadas no espectrofotdmetro NanoDrop
(Thermo Scientific).

O RNA foi analisado quanto a sua qualidade utilizando-se o equipamento Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies), que realiza uma eletroforese capilar de alta tensdo. 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 através de todo tracado eletroforético da amostra, e ndo apenas da
razdo entre os RNA ribossomais. Apenas amostras que tinham uma boa integridade (RIN > 8)
foram utilizadas em todos os experimentos.

Além disso, somente RNAs que ndo apresentavam contaminag¢do com DNA genémico
foram utilizados para os ensaios. Para certificar a auséncia de DNA gendmico nas amostras de
RNA, foi realizada uma PCR (50uL, em 40 ciclos) do gene a-tubulina utilizando os primers
a-Tubulina (tabela 1) e 1pug de RNA total de cada amostra (sem transcricdo reversa) como

molde para a reacdo de PCR (conforme sera descrito no item 3.8.1).
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3.5 Tratamento enzimético para analise de presenca da modificacéo cap 5'

A enzima Tobacco Acid Pyrophospahatase (TAP; Epicentre Biotechnologies) cliva a
ligacdo pirofosfato do nucleotideo com a estrutura cap, guanosina metilada 5'-terminal,
deixando um monofosfato na extremidade 5'. A enzima Terminator 5'-Phosphate-Dependent
Exonuclease (5'-Exo; Epicentre Biotechnologies) ¢ uma exonuclease processiva 5' — 3' que
digere RNAs 5'- monofosfato. Inicialmente, 5ug de RNA total de células Hela foram tratados
com 15U da enzima Tobacco, na presenca de 40U do inibidor de RNAse RNAseOUT
(Invitrogen) durante 2h a 37 °C. Em paralelo, foram feitos dois tratamentos sem enzima, um
deles foi utilizado como controle negativo e o outro foi submetido a préxima etapa de
clivagem enzimatica pela 5'-Exo (TAP/5'-Ex0"). Apds isso, as 3 amostras foram purificadas
usando RNeasy Micro Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. O RNA
recuperado apos o tratamento com TAP foi submetido ao tratamento com a enzima 5'-Exo
(1U para 1ug de RNA), na presenca de 40U de RNAseOUT (Invitrogen) (TAP*/5-Exo"), 2h a
37 °C. A amostra TAP/5'-Exo” foi sujeita a0 mesmo tratamento enziméatico com 5'-Exo,
enquanto o controle negativo foi novamente sujeito as mesmas condic¢Ges de reacdo, exceto
pelo fato de ndo receber adicdo de enzima (TAP/5'-Exo0’). Em seguida, as amostras foram

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

3.6 Desenho de oligonucleotideos iniciadores (Primers)

Os primers utilizados neste trabalho (Tabela 1) foram desenhados utilizando-se o
programa Primer Express versdo 3.0 (Applied Biosystems), de acordo com o0s parametros

padroes.
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Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados. F (Forward) e R (Reverse).

Nome do primer

Sequéncia de nucleotideos

a-Tubulina F
o-Tubulina R
c-Myc_F
c-Myc R
pré-tRNA™"_F
pré-tRNA™" R
7SK_F

7SK_R

18S rRNA_F
18S rRNA_R
45S rRNA_F
45S rRNA R
5S rRNA_F

5S rRNA_R
snRNA U15A F
snRNA U15A R

TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG
AGTGCCAGTGCGAACTTCATC
TCAAGAGGTGCCACGTCTCC
TCTTGGCAGCAGGATAGTCCTT
AAAAAACCGCACTTGTCTCCTTCG
CCTTCGATAGCTCAGCTGGTAGAG
GACATCTGTCACCCCATTGA
GCGCAGCTACTCGTATACCC
GCAGGCGCGGGTAACC
AAGCTTATGACCCGCACTTACTG
GTACCGGCCGTGCGTACTTA
CTCGCCGCGCTCTACCTA
AGGCGCCTCCTTCAGCGTCT
CAGGCGGTCTCCCATCCAAG
GAAGAGATGATGACGAGTCTGACTTG
GAAATTACTTCAACCAGGGCTCTTT

3.7 Transcricao reversa e sintese de cDNA

Para a transcricdo reversa e sintese de cDNA fita simples foi utilizado 1ug de RNA
total de cada condicdo experimental, de acordo com o que foi necessario. Cada amostra foi
transcrita com o kit SuperScript Il First Strand Synthesis Mix (Invitrogen), utilizando
primers oligo-dT(20) ou random hexamer, segundo as recomendacdes do fabricante, com
incubagdo a 50 °C. Uma pré-incubacéo de 3 min a 85 °C foi introduzida no protocolo, antes da
fase de anelamento, para desnaturar completamente 0 RNA. Apds o término da fase de
anelamento, a reacéo foi mantida a 50 °C, para a adigdo da enzima em tampé&o pré-aquecido a

50 °C, eliminando-se a etapa de resfriamento no gelo.

3.8 Reacdo da Polimerase em Cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR)

3.8.1PCR

Para amplificar os transcritos de interesse, foi realizada reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando-se 0,2 uM de primers especificos para cada transcrito e 1U de

Taq Polimerase (GoTaq Green Master Mix; Promega), segundo as instru¢des do fabricante.
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Utilizou-se 250ng de DNA gendmico de células HeLa como controle positivo da reacdo e
H,O DEPC (Invitrogen) como controle negativo. O produto da reacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,7% contendo brometo de etideo 0,5 pg/mL em tampao TAE
(Tris-Acetato 40mM, EDTA 1mM). O produto da reacdo 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).

3.8.2 PCR quantitativa em tempo real

As reacdes da PCR quantitativa em tempo real (QPCR) foram feitas em triplicata em
um volume de 20pL contendo 10pL de Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems), SuL
de cDNA da transcricdo reversa (diluido 1:6) e 3,2uM de primers Foward e Reverse
especificos para cada gene. A reacdo foi realizada no aparelho 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) utilizando os pardmetros padréo do aparelho.

O ciclo da PCR no qual a intensidade de fluorescéncia do Sybr Green, ligado a dupla
fita de DNA amplificado, é detectada determina o Ct do gene (Cycle threshold — ciclo
referéncia). Este Ct é uma medida relativa da quantidade inicial de moléculas do transcrito
alvo presente no cDNA. Quanto menor o Ct, mais expresso € o transcrito. Para tornar as
medidas de expressdo comparaveis entre as amostras usa-se como referéncia, o Ct de um gene
constitutivo ou que ndo tenha sua expresséo alterada nas diferentes condic¢des de estudo. O 5S
rRNA foi utilizado como normalizador no experimento de a-amanitina e 0 ShARNA U15A foi
utilizado como normalizador no experimento de tratamento enzimatico com as enzimas TAP
e 5'-Exo (Tabela 1). Calcula-se o delta-Ct (ACt) pela diferenca entre a média das triplicatas
(réplicas tecnicas) do Ct do gene em andlise e o Ct médio do normalizador. A partir dos
valores de ACt calcula-se o valor de delta-delta-Ct (AACt) que consiste na subtragdo do ACt

obtido nas diferentes condicgdes testadas (tratamento e controle). A diferenca de expressao
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relativa do gene em estudo, fold change, é calculada como 244, Para a anélise de meia-vida,
o fold change foi calculado a partir do delta-Ct obtido pela diferenca entre a média do Ct
detectado para o gene em analise em células tratadas com actinomicina D e o Ct médio do
mesmo gene detectado em células controle nao-tratadas.

A significancia estatistica da diferenca de expresséo dos transcritos testados por qPCR
entre condigdes distintas (tratamento e controle) foi medida utilizando o teste t de Student
(pareado, bicaudal, homocedastico), considerando-se como limiar de significancia p-valor
<0,05. Neste teste, foram considerados os valores médios de ACt de cada condi¢do, referentes

a pelo menos 3 réplicas biologicas.

3.9 Northern blot

A confirmagdo do enriquecimento das fragdes nucleares e citoplasmaéticas foi realizada
através de northern blot usando-se como sondas oligonucleotideos biotinilados para o
transcrito  com  localizacdo  predominantemente  nuclear, U6 snRNA  (5'-
GAATTTGCGTGTCATCCTTGCGCAGGGGCCATGCTAA-3") e para o transcrito com
localizagéo predominantemente citoplasmatica, tRNADS (5'-
7CTCATGCTCTACCGACTGAGCTAGCCGGGC-3") (Topisirovic et al. 2003); note que 7
indica biotina.

Um total de 10ug de RNA total de cada fracéo celular foi aplicado em gel de agarose-
formaldeido 1%, acido bérico 20mM, pH 8,3; EDTA 0,25mM; e 6,5% de formaldeido
(Merck). Antes de aplicadas no gel, as amostras foram desnaturadas a 60 °C por 10 minutos
em uma solugé@o contendo formamida, formaldeido e tampé&o de corrida (20% glicerol; acido
borico 20mM, pH 8,3; EDTA 0,25mM; 50% formamida; 16% formaldeido; e azul de
bromofenol). Apds 5 minutos no gelo, as amostras foram aplicadas no gel e submetidas a

eletroforese a 70 volts em tampé&o de corrida durante cerca de 4 horas.
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O gel foi lavado com 4x SSC (NaCl 0,6M e citrato de sédio 60mM, pH 6,45) e 10x
SSC (NaCl 1,5M, citrato de sédio 0,15M, pH 6,45) durante 20 minutos para eliminar o
excesso de formaldeido. As amostras foram transferidas por capilaridade a uma membrana de
nylon carregada positivamente (Ambion) com 10x SSC durante 16 horas, e 0s RNAs foram
fixados na membrana através da aplicacdo de radiacdo ultravioleta utilizando o UV
Crosslinker (Biorad). As membranas foram pre-hibridizadas em ULTRAhyb buffer (Ambion)
por 1h a 45 °C e depois hibridizadas com 30pM de cada sonda separadamente durante 16h a
45 °C. Os sinais foram detectados usando CDP Star Chemiluminescence (Ambion) de acordo

com as instrucdes do fabricante.

3.10 Analise da expressao génica através de microarranjos de oligonucleotideos
(ou oligoarranjos)

3.10.1 Design do oligoarranjo

O oligoarranjo contém 44 mil sondas, incluindo sondas para as regides de interesse e
sondas controles, representadas por fragmentos de DNA fita-simples de 60 nucleotideos. As
sondas foram desenhadas de acordo com as especificacfes da Agilent, o que inclui contetido
C-G entre 35 e 55%, TM entre 68 a 76 °C, auséncia de bases repetidas consecutivamente mais
do que 7 vezes ou 8 ou mais bases derivadas de regides repetitivas, e um viés para a regiao 3'
do transcrito (Hughes et al. 2001). O oligoarranjo foi desenhado em nosso laboratério e
sintetizado pela Agilent (Nakaya et al. 2007). A anotacdo das sondas e suas sequéncias

encontram-se disponiveis no GEO, nimero de acesso GPL4051.

3.10.2 Sintese, amplificacdo e marcagdo do RNA

Para os experimentos de fracionamento celular foram utilizados 500ng de RNA total

para obtengéo de cRNA amplificado e marcado com Cyanine 3-CTP (Cy3) ou Cyanine 5-CTP



51

(Cyb), utilizando o kit Quick Amp Labeling Kit, two-color, de acordo com as instrucdes do
fabricante. Ja para os experimentos de inibicdo da RNAP II, meia vida e presenca de cap 5'
foram utilizados 200ng de RNA total para obtencdo de cRNA amplificado e marcado com
Cy3 e Cyb, utilizando o kit Low Input Quick Amp Labeling Kit, two-color (Agilent
Technologies) de acordo com as instrucdes do fabricante. Em ambos os Kits, a quantidade
inicial de RNA total é misturada a 2ul de um RNA sintético controle (RNAs spikes), na
diluicdo especificada pelo fabricante (Agilent Technologies). Os RNAs spikes sdo
constituidos por 10 RNAs sintéticos poli-adenilados presentes em diferentes quantidades
conhecidas e sdo derivados do transcriptoma de adenovirus E1A. Estes transcritos ndo
possuem complementaridade a sequéncias humanas e sdo otimizados para hibridizacdo com
sondas presentes nos oligoarranjos Agilent, possibilitando o controle da qualidade da
amplificacdo e marcacdo das amostras hibridizadas.

O cRNA obtido na reacdo de amplificacdo e marcacdo foi purificado com RNeasy
Mini Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante, mas sem a etapa de digestdo com
DNasel. A incorporacdo do fluor6foro é confirmada através da medida de sua absorbancia
utilizando o espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop Technologies). Como recomendado
pelo fabricante, cRNA amplificado com wuma incorporagdo minima de 8pmol
fluoréforo/micrograma cRNA foi usado para hibridizacdo. A Figura 1 esquematiza as etapas

do processo de amplificacdo e marcacdo do RNA utilizando os kits citados acima.
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Figura 1: Método de amplificacdo de cRNA e marcacdo com os fluoréforos Cy3 e Cy5 (Agilent
Technologies).

3.10.3 Hibridizacéo

Para cada lamina de oligoarranjo, 825 ng de amostras de cRNA de duas condi¢cfes
distintas, marcadas independentemente com Cy3 e Cy5 foram usados para a hibridizacéo, de

acordo com o protocolo Agilent's ISH Kit Plus (Agilent Technologies) por 17 horas a 65 °C.
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Posteriormente, as laminas foram lavadas com o Agilent SSPE wash protocol v. 2.1 (Agilent

Technologies).

3.10.4 Processamento de Imagem

Apbs a hibridizacdo com os alvos fluorescentes, os oligoarranjos foram digitalizados
com uma resolug¢do de Sum usando o scanner High-Resolution Microarray scanner (Agilent
Technologies). As intensidades de fluorescéncia foram extraidas usando o Feature Extraction
programa (FE). O programa reconhece o local de cada sonda (spot), obtém a intensidade
daquela regido registrada pelo scanner e aplica a subtracdo da intensidade do fundo local (em
torno do spot). O FE também calcula um test t para identificar se o valor de intensidade obtido

no spot estéa significativamente (p < 0,05) acima dos valores de background local.

3.10.5 Tratamento dos dados

Os critérios de filtragem e processamento dos dados referentes a cada um dos
experimentos utilizando oligoarranjos (actinomicina D, a-amanitina, cap 5' e localiza¢do sub-
celular) encontram-se detalhados nos resultados (vide itens 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5). Para as
analises de expressdo descritas no item 4.1 foi utilizado o processo de normalizacdo por
quantil (Bolstad et al. 2003) para tornar as intensidades entre as réplicas comparaveis. Durante
a normalizacdo, os valores de intensidade de cada réplica sdo ordenados de maneira
independente, segundo sua posi¢cdo no ranking. Em seguida é calculado o valor médio para
cada posi¢do do ranking e este substitui o valor inicial de intensidade em todas as réplicas. A

normalizacdo foi feita utilizando a platforma R (Team 2011).

3.10.6 Métodos estatisticos

Para a analise dos transcritos diferencialmente expressos apds o tratamento de células

com o inibidor transcricional a-amanitina foi utilizado um programa especifico para anélise



54

de dados de microarranjo, SAM (Significance Analysis of Microarrays) (Tusher et al. 2001).
O SAM atribui um score para cada transcrito de acordo com a alteracdo da expressao deste
transcrito em relacdo ao desvio-padrdo das medidas réplicas. Para 0s casos de transcritos cujo
score atribuido é maior do que um limiar determinado pelo usuério, 0 programa emprega
permutacdes para estimar a taxa de falsos positivos (False Discovery Rate - FDR), ou seja, a
fracdo destes transcritos que poderiam ter sido identificados ao acaso. Ao final da analise o
programa agrega um valor de q para cada transcrito, que mede a sua significancia estatistica.
Este valor de q (g-valor) representa a menor taxa de FDR na qual um transcrito é considerado
significativo (Tusher et al., 2001). Uma medida de g-valor <0,05% foi utilizada como critério
para considerar um transcrito diferencialmente detectado entre as condicdes testadas.

Para as demais analises (cap 5', localizacdo sub-celular) ndo se utilizou o teste
estatistico realizado pelo SAM devido ao pequeno nimero de réplicas, optando-se pela
utilizacdo de um critério de razdo de aumento (fold-change) para definicdo dos transcritos
diferencialmente detectados entre as condigdes analisadas (vide itens 4.4 e 4.5).

Na analise de actinomicina D foi utilizado um pacote em Perl que tem funcdes para
calculo de regressao linear e varios parametros relacionados

(http://search.cpan.org/~randerson/Statistics-LineFit-0.07/lib/Statistics/LineFit.om). O pacote

fornece o valor de uma estatistica t, que é utilizada para determinacdo da significancia do

coeficiente angular obtido para cada regressao linear ajustada.

3.10.7 Métodos de enriguecimento de categorias génicas

Foi realizada andlise de enriquecimento nas categorias funcdo molecular, processo
biolégico e componente celular, definidas por termos de GO (Gene Ontology), utilizando-se o
programa DAVID (Huang da et al. 2009; Huang da et al. 2009). Como referéncia, na analise

para os genes codificadores de proteinas foram usados todos 0s genes representados no
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microarranjo e para 0s transcritos intronicos foram usados todos 0s genes para 0S quais
existem transcritos TIN ou PIN presentes no microarranjo. O teste estatistico Hipergeometrico
Benjamini & Hochberg's FDR multiple testing correction foi empregado, considerando-se um

nivel de significancia de < 0,05.

3.10.8 Métodos de bioinformatica

Para realizar as andlises bioinformaticas correspondentes aos transcritos TIN e PIN
expressos em células HelLa foi utilizado o conjunto de programas de codigo aberto BEDTools
(Quinlan and Hall 2010). Estes programas utilizam arquivos em formato BED, contendo
coordenadas gendémicas, facilitando a busca de elementos de interesse, como transcritos,
genes, regibes promotores, sitios de ligacdo de fatores de transcricao, entre outros, obtidos no

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). O uso do programa BEDTools permite o

cruzamento de coordenadas genémicas entre os transcritos analisados (TIN ou PIN) com os
elementos de interesse.

Os transcritos TIN e PIN considerados como expressos em ceélulas Hela, nos
experimentos de oligoarranjo referentes ao inibidor a-amanitina, foram utilizados para as
analises bioinformaticas. O critério para considerar um transcrito como expresso foi que este
apresentasse expressdo acima do background nas 8 réplicas controle hibridizadas. As analises
realizadas incluiram a identificacdo dos seguintes elementos de interesse provenientes de
experimentos realizados com HelLaS3, variante da linhagem Hela:

- H3K4me3 (trimetilacdo da lisina 4 da histona 3);

- RNAP II;

-CAGE tags (CAP analysis of gene expression).

Cada uma das bibliotecas utilizadas acima foi processada para ser utilizadas na

analise. Duas bibliotecas de HeLaS3 H3K4me3 foram obtidas utilizando os tracks que se
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encontravam no UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) fazendo parte do projeto

ENCODE. Somente coordenadas genémicas que haviam sido detectadas nas duas bibliotecas
foram utilizadas para a anélise, totalizando em 36.706 tags. Apoés a identificacdo destes tags,
foram montados clusters para juntar as coordenadas gendmicas que se sobrepuseram,
resultando em 35.328 cluster tags. Somente os cluster tags que nao apresentaram
sobreposicdo com 5" UTRs (RefSeq e UCSC genes) foram utilizados resultando em 26.425
(75%, 26.425/35.328) clusters tags. Esta ultima filtragem foi realizada para minimizar a
associacdo de H3K4me3 referentes aos transcritos codificadores de proteinas com o0s
transcritos estudados, pois esta marca de cromatina esta associada a regides promotoras de
genes e se estendem para o inicio da transcricdo (Mikkelsen et al. 2007; Guttman et al. 2009).

A biblioteca referente as coordenadas de RNA polimerase Il foi obtida no trabalho de
Rozowsky e colaboradores (Rozowsky et al. 2009). As coordenadas referentes a RNAP Il
tiveram que ser convertidas de hgl8 para hgl9 resultando em 24.680 tags. A mesma
metodologia de retirar as coordenadas que se sobrepunham aos 5'UTR também foi utilizada
como anteriormente, resultando em 14.071 tags no final. As bibliotecas de CAGE tags foram

obtidas do projeto realizado em RIKEN OSC (RIKEN Omics Science Center) e estdo

disponiveis no UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). As técnicas utilizadas para
a producdo das bibliotecas estdo descritas na propria pagina do Genome Browser (Carninci
and Hayashizaki 1999; Kodzius et al. 2006; Valen et al. 2009). Somente as bibliotecas
referentes a linhagem HeLaS3 foram utilizadas. Na primeira etapa foram montados clusters
tags para juntar as coordenadas gendmicas que se sobrepunham, resultando em 1.893.993
clusters tags. Em seguida, foram removidos clusters tags que se sobrepunham aos 5' UTRs e
a outros exons. Neste caso, foram retirados clusters que se sobrepunham a exons, pelo fato
destes poderem representar possiveis inicios alternativos de transcri¢cdo do préprio codificador

de proteina, produzindo uma nova isoforma como discutido no trabalho de Valen e
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colaboradores (Valen et al. 2009). Assim, a biblioteca de clusters tags ficou composta por
1.489.677 coordenadas gendmicas, representando 77% da biblioteca inicial.

Para realizar a andlise de identificacdo dos elementos de interesse, a coordenada
gendmica mais proxima da ponta 5' do transcrito (TIN ou PIN) foi selecionada e a distancia
anotada. Somente foram consideradas as coordenadas genémicas que ndo se sobrepunham, ou
que se sobrepunham parcialmente a regido do transcrito analisado para identificar uma
possivel regido para o inicio de transcricdo associado ao TIN ou PIN.

Como controle, foi utilizado um conjunto de 100 ou 10 grupos compostos por
sequéncias randomicas referentes aos transcritos TIN e PIN, respectivamente, que
apresentavam tamanho e contetdo de CG similar aos das sequéncias ndo codificadoras
analisadas. O desenho dessas sequéncias foi baseado nas caracteristicas dos transcritos. No
caso dos transcritos TIN senso foram desenhadas sequéncias totalmente intrénicas que
possuiam orientacdo senso, 0 mesmo ocorreu para 0s NcRNAs TIN antissenso. O desenho dos
grupos randdmicos referentes aos transcritos PIN foi realizado utilizando coordenadas
gendmicas de regides exdnicas com acréscimo de nucleotideos em 5kb em ambas as pontas
para mimetizar os transcritos parcialmente intrénicos. Como a base de dados para a busca de
sequéncias randémicas PIN estava limitada pelas regides exdnicas mais 5kb a montante e a
jusante, a quantidade de grupos randémicos desenhados para essas sequéncias parcialmente
intrénicas (PIN) foi reduzida para 10.

Os grupos randdémicos foram analisados exatamente da mesma forma que as
sequéncias dos transcritos TIN e PIN. Para inferir um valor estatistico nas analises, foi
utilizada a anélise Kolmogorov-Smirnov, que mede a diferenca de distribuicdo entre dois
grupos atribuindo um valor estatistico. Para isso foi utilizado um script montado em R com o
pacote Deducer para comparar os grupos de RNAs ndo codificadores e codificadores de

proteinas (MRNAs) com os 100 grupos randdmicos. Somente foram consideradas com
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significancia estatistica as analises que apresentaram todos os valores de p-value < 0,05

comparado aos 100 ou 10 grupos randémicos.
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4. RESULTADOS

4.1 RNAs ndo-codificadores intronicos expressos em células HeLa

Células de adenocarcinoma de cérvix (HeLa), uma linhagem amplamente utilizada na
comunidade cientifica, foram utilizadas neste trabalho para os estudos de estabilidade,
biogénese, processamento por adi¢cdo de cap na extremidade 5' e localizagdo sub-celular de
RNAs ndo-codificadores intronicos (ncCRNAs intrénicos). Todos estes estudos envolveram a
hibridizacdo de RNAs amplificados linearmente e marcados fluorescentemente com
oligoarranjos intron-exon e serdo detalhados adiante (vide préximos itens dos resultados). Os
oligoarranjos utilizados contém 44 mil sondas e foram desenhados em nosso laboratorio,
tendo sido sintetizados, sob encomenda, pela Agilent (figura 2) (Nakaya et al. 2007). Cada
lamina contém, além de controles positivos e negativos, sondas para 7.135 transcritos
totalmente intronicos (TIN) e 4.440 transcritos parcialmente intrénicos (PIN), selecionados a
partir de uma analise de mapeamento no genoma humano do conjunto de sequéncias
expressas (MRNAs e ESTs) presentes nos bancos publicos (Nakaya et al. 2007). Estdo
também presentes no microarranjo 8.786 sondas representando regiGes exonicas dos mRNAs
para os quais se incluiram sondas para transcritos TIN ou PIN. O esquema da figura 2 ilustra

0s tipos de sondas presentes no oligoarranjo.

= o

1 2

Figura 2: Desenho do oligoarranjo intron-exon 44k. Sonda 1: sonda para transcritos parcialmente
intrénicos antissenso. Sondas 2 e 3: pares de sondas reverso-complementares para cada uma das duas
possiveis fitas dos transcritos totalmente intrénicos desenhadas para detec¢do de transcritos TIN
antissenso ou senso. Sonda 4: sondas disponiveis comercialmente pela empresa Agilent, representando
um exon de um gene codificador de proteinas conhecido.
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Inicialmente, foi feita uma analise para determinar os transcritos exénicos e NcCRNAS
intrénicos expressos em células HelLa (figura 3). Realizamos a extracdo de RNA de 4 réplicas
bioldgicas de culturas sub-confluentes de células HelLa. Apds tratamento com DNAse para
eliminar possiveis contaminantes e verificacdo da integridade do RNA isolado, foram gerados
alvos fluorescentes marcados com Cy3 ou Cy5 a partir de cada réplica, gerando 8 réplicas no
total (4 réplicas bioldgicas x 2 réplicas técnicas de cada). ApoOs hibridizacdo com o
oligoarranjo intron-exon e extracdo dos dados de intensidade (vide item 3.10) foram feitas
analises para detectar os transcritos codificadores e ndo-codificadores de proteina expressos
em HeLa. Para um transcrito ser considerado expresso, estipulamos como filtro a deteccdo da
respectiva sonda acima do background em todas as 8 réplicas.

Foi observada a deteccdo positiva de 6.894 sondas para mRNAs codificadores de
proteinas, o que corresponde a 78% do total de sondas presentes na lamina (figura 3). Para 0s
ncRNAS intrénicos observou-se a deteccdo de uma fracdo menor de sondas comparado aos
mMRNAS; para os transcritos TIN antissenso, PIN antissenso e TIN senso foram detectadas
1.514 (21% do total), 2.105 (48% do total) e 2.671 (37% do total de sondas presentes na
lamina), respectivamente, do total de transcritos presente no oligoarranjo (figura 3). As sondas
que interrogam ncRNAs presentes no oligoarranjo foram desenhadas a partir de transcritos
ndo-codificadores detectados em mais de 20 tipos de tecidos humanos (Nakaya et al. 2007). A
deteccdo de uma fracdo menor de ncRNAs em HelLa quando comparado aos mRNAs, esta de
acordo com relatos da literatura que indicam que, em geral, RNAs ndo codificadores
apresentam expressdo tecido ou célula especifica (Ravasi et al. 2006; Nakaya et al. 2007;

Mercer et al. 2008).
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Figura 3: Expressdo de transcritos exénicos e ncRNAs intrdonicos em célula HeLa. Na extrema
direita do grafico encontram-se 0s totais de sondas presentes no oligoarranjo para cada categoria de
transcrito, exonicos, TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso. Em cinza claro estda mostrado a
porcentagem de sondas que apresentaram expressao acima do background nas 8 réplicas hibridizadas
e a fracdo em cinza escuro representa as sondas que ndo foram expressas acima do background nas 8
réplicas.

Com o intuito de comparar a abundancia relativa de ncRNAs intronicos e mRNAs
codificadores de proteinas, foi realizada uma andlise da distribuicdo das intensidades de sinal
das sondas para transcritos exénicos, TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso expressos
em células HeLa (figura 4, painel a esquerda). E possivel observar que os transcritos
codificadores de proteinas apresentam intensidades de expressdo mais altas que 0s NCRNAS
intronicos (figura 4), sendo em média 13 vezes mais alta, com um valor mediano de
intensidade de 190. A distribuicdo de intensidades para todas as classes de transcritos
intrbnicos é similar, e as medianas dos transcritos TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso
sdo, respectivamente, 14, 14 e 15. Este resultado esta de acordo com a observacdo de outros
estudos que relataram que ncRNAs séo, geralmente, menos abundantes que os mMRNASs
codificadores de proteinas (Kampa et al. 2004; Nakaya et al. 2007).

A analise do tamanho da sequencia dos contigs correspondentes aos NncRNAs
intrénicos interrogados no oligoarranjo e detectados como expressos em células Hela,

revelou que estes transcritos sdo longos, com uma fracdo apresentando mais de 1.000
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nucleotideos (figura 4, painel a direita). A mediana do tamanho predito para os contigs que
constituem os transcritos intrénicos TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso, foi

respectivamente, 723, 757 e 774 nucleotideos.
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Figura 4: Distribuicéo das intensidades de sinal das sondas para transcritos exénicos e NnCRNAs
intronicos obtida através da hibridizacdo de RNA de células HeLa no oligoarranjo intron-exon
44k (painel a esquerda). Distribuicdo do tamanho (nt) predito para os ncRNAs intronicos
expressos em HelLa (painel a direita). Somente sondas com intensidade de sinal acima do
background nas 8 réplicas hibridizadas (4 réplicas independentes e 4 réplicas técnicas) foram
consideradas na analise.

Com o intuito de expandir o conhecimento sobre a biogénese dos ncRNAs intrdnicos,
fizemos analises utilizando dados publicos referentes a elementos associados a atividade
transcricional. Inicialmente foi realizada uma analise para verificar o enriquecimento da
enzima RNAP Il na vizinhancga dos transcritos intronicos expressos em células HelLa (figura
5). Para isso foram utilizados dados de imunoprecipitacdo da cromatina com anticorpos para
RNAP 1, seguidos de sequenciamento em larga escala (ChIP-seq) (Rozowsky et al. 2009). Os
dados sdo provenientes da linhagem HelLa S3, que é uma variante clonal originada de células
HeLa. Apo6s o cruzamento das coordenadas gendmicas das extremidades 5° dos ncRNAs
intrénicos expressos em Hela, verificamos enriquecimento significativo (teste Kolmogorov-
Smirnov (KS), p <0,05) da enzima RNAP Il na vizinhanca (até 10 kb) do provavel inicio de

transcricdo, em relacdo a um conjunto controle. Este conjunto é formado por sequéncias
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genbmicas, em igual nimero e com o mesmo tamanho e contedtdo de GC dos ncRNAs
intrénicos, selecionadas aleatoriamente a partir de todas as regifes intronicas do genoma
(figura 5) (vide item 3.10.8). O resultado obtido sugeriu que ao menos uma fracdo dos

ncRNAS intronicos seja sintetizada pela RNAP II.
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Figura 5: Regifes gendmicas contendo ncRNAs intronicos estdo enriquecidas em sitios de ligagdo
da RNAP II. A distribuicdo da distancia (eixo x) relativa ao acumulo da RNA Polimerase Il na
vizinhanca dos ncRNAs intrénicos foi calculada. Para comparacéo, a distribuicdo das distancias foi
realizada com um ndmero igual de sequéncias de grupos randdmicos que continham sequéncias
genbmicas com caracteristicas similares dos transcritos expressos em células HelLa (tamanho e
contetdo de CG). O numero de transcritos ("n") utilizado para gerar as distribuicGes esta indicado
entre parénteses.

De forma semelhante a analise realizada para verificar enriquecimento de RNAP 1l na
vizinhanga dos ncRNAs intrénicos, cruzamos as coordenadas das extremidades 5’ dos
transcritos intrénicos expressos em Hela com as coordenadas de tags cap 5’ expressas na
linhagem Hela S3, obtidas a partir de bibliotecas de CAGE tags (CAP analysis of gene

expression) (Carninci and Hayashizaki 1999; Kodzius et al. 2006; Valen et al. 2009). Apds
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isso, comparamos a distribuicdo das distancias das CAGE tags relativas aos provaveis sitios
de inicio da transcricdo dos ncRNAs intronicos e de um grupo controle, como descrito
anteriormente (figura 6) (vide item 3.10.8). A distribuicdo de distancia das CAGE tags foi
significativamente diferente da observada para o grupo controle (teste KS, p <0,05),
mostrando enriquecimento de CAGE tags na vizinhanca a montante dos ncRNAs intrénicos
(figura 6). A alta porcentagem de ncRNAs intrénicos que possuem um CAGE tag a menos de
1kb da extremidade 5' (40 a 50%) indica que o inicio de transcri¢do real encontra-se proximo
do inicio predito para muitos dos transcritos interrogados no oligoarranjo. Uma vez que as
bibliotecas de CAGE sdo geradas a partir de fracdes enriquecidas em RNA poliadenilado e
com cap 5', este resultado também corrobora a idéia de que 0os ncRNAS intronicos podem
constituir unidades transcricionais produzidas pela RNAP II.

A fim de acumular mais evidéncias quanto a possiveis elementos envolvidos na
regulacdo da transcricdo intrdnica, também foi investigado o enriquecimento na marca
trimetilacdo da lisina 4 da histona 3 (H3K4me3), uma modificacdo de cromatina associada a
regibes promotoras ativas da RNAP Il (Mikkelsen et al. 2007; Guttman et al. 2009), em
relacdo ao inicio de transcri¢cdo conhecido dos ncRNAs intrénicos expressos em células HeLa
(figura 7) (vide item 3.10.8). Para isso foram utilizados os dados de duas bibliotecas de HeLa

S3, disponiveis no UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/), construidas através de

experimentos de imunoprecipitacdo da cromatina com anticorpos para H3K4me3, seguido de
sequenciamento em larga escala (ChlP-seq). A distribuicdo de distancia das marcas H3K4me3
para 0os ncRNAs TIN antissenso e TIN senso foi significativamente diferente (teste KS, p
<0,05) da observada para o grupo controle (mesmo das analises anteriores), mostrando haver
um enriquecimento de H3K4me3 na vizinhanca a montante dos ncRNAs TIN (figura 7). Nao

foi observado enriquecimento de H3K4me3 na vizinhanga de transcritos PIN antissenso.
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Figura 6: Regifes gendmicas contendo ncRNAs intronicos estdo enriquecidas em sitios de
iniciagdo da transcricdo de RNAs com cap 5'. A distribuicdo da distancia (eixo x) relativa a
presenca de CAGE tags (CAP analysis of gene expression) na vizinhanga dos ncRNAs intrdnicos foi
calculada. Para comparacdo, a distribuicdo das distancias foi realizada com um nudmero igual de
sequéncias de grupos randémicos que continham sequéncias gendmicas com caracteristicas similares
dos transcritos expressos em células HeLa (tamanho e contetdo de CG). O nimero de transcritos ("n")
utilizado para gerar as distribuigdes esta indicado entre parénteses.

Adicionalmente, pdde-se observar que nas trés analises realizadas, RNAP Il, CAGE
tags e marcas H3K4me3, houve um enriquecimento significativo (teste qui-quadrado,
p<0,05), na vizinhanca até 1kb do sitio conhecido de inicio de transcricdo dos ncRNAs
intrénicos, exceto para o PIN antissenso na analise da marca H3K4me3. Este resultado sugere
que o sitio de iniciacdo da transcricdo dos ncRNAs intronicos seja, de fato, préximo do
predito através de andlise de ESTS, e que a estrutura da regido promotora destes ncRNASs seja

semelhante a de genes codificadores de proteina transcritos pela RNAP 1.
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Figura 7: Regides gendmicas contendo ncRNAS intrdénicos estdo enriquecidas em marcas de
cromatina associadas a regides promotoras. A distribuicdo da distancia (eixo x) associada as marcas
de H3K4me3 relativa aos ncRNAs intrénicos foi calculada. Para comparagdo, a distribuicdo das
distancias foi realizada com um ndmero igual de sequéncias de grupos randdmicos que continham
sequéncias gendmicas com caracteristicas similares dos transcritos expressos em células HelLa
(tamanho e contetdo de CG). O numero de transcritos ("'n") utilizado para gerar as distribuicdes esta
indicado entre parénteses.

Para investigar a relacdo entre a transcricdo intrénica e a transcricdo do mRNA no
mesmo locus, fomos verificar se 0s transcritos intrdnicos estdo expressos de maneira
concomitante a expressdo do mRNA do mesmo locus génico. A figura 8, painel a esquerda,
mostra um diagrama de Venn com sobreposicdo da expressdo dos transcritos intrénicos e
exonicos correspondentes. Ao menos 57% dos loci génicos interrogados no oligoarranjo e
expressos em células HelLa (2.948/6.894) geram transcritos exdnicos e ncRNAS intrénicos de
pelo menos uma das classes (TIN antissenso, TIN senso ou PIN antissenso) (figura 8, painel a
esquerda). Este resultado esta de acordo com a observagdo prévia do nosso grupo de que a

maior parte dos loci humanos (>74%) gera transcritos ndo-codificadores que mapeiam em
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regides intronicas (Nakaya et al. 2007). Uma fracdo de 17%, 9% e 10% do total de transcritos
intrénicos expressos, respectivamente, TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso, sdo
gerados em loci génicos em que ndo foi detectada a expressio do mRNA codificador
correspondente, 0 que sugere que a expressdo destes transcritos seja independente do mRNA
codificador do mesmo locus (figura 8, painel a esquerda). Para 43% dos loci génicos
presentes no oligoarranjo detectou-se apenas a expressdao de transcritos exonicos (figura 8,
painel a esquerda).

Do total de ncRNASs intrénicos expressos em loci que também produzem mRNAs
(figura 8, intersecGes no painel a esquerda), a maior parte apresentou correlagcdo positiva com
a abundancia do mRNA, >0,5 (TIN antissenso 39%, TIN senso 41% e PIN antissenso 44%) e
uma fragdo menor apresentou correlagdo negativa, < -0,5 (TIN antissenso 23%, TIN senso
21% e PIN antissenso 19% ) (figura 8, painel a direita). A observacdo de correlacdo
predominantemente positiva entre a abundancia de transcritos intrénicos e exdnicos pode
sugerir que estes ncRNAs tenham um papel em modular em cis a transcri¢do ou a estabilidade

do mRNA codificador de proteina correspondente.
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Figura 8: Expressdo de mRNAs e ncRNAs intrénicos em Hela. Diagrama de Venn mostrando a
sobreposicdo da expressdo, em células HelLa, entre os loci génicos de transcritos ex6nicos e de
ncRNAs TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso (painel a esquerda) e correlagdo de pearson entre
a expressdo dos transcritos exonicos e cada uma das trés classes de ncRNAS intrénicos expressos no
mesmo locus génico (painel a direita).
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4.2 Estimativa em larga-escala da estabilidade de ncRNAs intrénicos em células
HelLa

Para estudar a estabilidade dos RNAs nédo-codificadores intronicos de forma ampla,
medimos as mudangas na sua expressdo apés a inibicdo da transcricdo com actinomicina D
durante diferentes tempos de tratamento seguido da marcacdo de sondas fluorescentes e
hibridizacdo com o oligoarranjo intron-exon. A actinomicina D é um antibidtico contendo
polipeptideos ciclicos, que forma um complexo estavel com o DNA fita simples no complexo
de iniciacdo da transcricdo, bloqueando a elongacdo da transcri¢cdo pelas RNA Polimerases
(Sobell 1985).

Para este experimento, foi extraido RNA de duas réplicas bioldgicas independentes de
células HelLa tratadas com actinomicina D ou com seu veiculo (controle) em cinco tempos
diferentes (0, 1, 3, 6 e 8h). Apds esta etapa inicial, as amostras de RNA referentes a cada
condicdo foram processadas para hibridizacdo em oligoarranjos intron-exon para avaliacdo
em larga-escala da meia-vida dos ncRNAs intrénicos. O desenho experimental utilizado foi
baseado na comparacdo do cRNA das amostras tratadas nos diferentes tempos com uma
mesma amostra de cCRNA referéncia, proveniente de um pool (referéncia) preparado a partir
de quantidades iguais de RNA de duas réplicas independentes de amostras controle (1, 3, 6 e
8h). Cada tempo de tratamento foi hibridizado em uma lamina de oligoarranjo intron-exon
44k, de forma que foram usadas cinco laminas. As amostras de CRNA de células tratadas com
actinomicina D, coletadas nos diferentes tempos, foram marcadas com Cy3, e a amostra de
cRNA referéncia foi marcada com Cy5 (figura 9). A estratégia utilizada elimina a necessidade
de utilizacdo de dye swap, visto que todas as amostras sdo hibridizadas contra uma mesma
referéncia e, posteriormente, as razdes normalizadas pela referéncia sdo comparadas entre si

(Simon and Dobbin 2003).
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Figura 9: Esquema das hibridizacGes no oligoarranjo de 4x44k para analise de meia-vida. A
lamina contém 4 arrays independentes. cRNA marcado com Cy3, proveniente de células tratadas com
actinomicina D, em diferentes tempos (0, 1, 3, 6 e 8h), foi hibridizado com cRNA marcado com Cy5,
proveniente de células tratadas com o veiculo (Referéncia). Utilizou-se 1 lamina para cada tempo de
tratamento. Os experimentos foram realizados com 2 réplicas independentes de cRNA de células
tratadas com actinomicina D e um pool de amostras controles de duas réplicas independentes coletadas
nos tempos 1, 3, 6 e 8h (Referéncia). Cada réplica bioldgica independente foi hibridizada duas vezes
(réplica técnica). Tempo; refere-se a cada um dos 5 tempos hibridizados (0, 1, 3, 6 e 8h); ActD;
actinomicina D.

A fim de se verificar a reprodutibilidade dos experimentos de hibridizagdo no
oligoarranjo, os valores das intensidades dos sinais de cada uma das réplicas foram
comparados através da medida da correlacdo entre as réplicas dos experimentos
(Quackenbush 2002). Foi possivel observar uma alta correlagdo entre as réplicas técnicas da
amostra referéncia (média da correlagdo entre as amostras 0,98 + 0,01). Também foi obtida
boa correlacdo entre as medidas de intensidade das réplicas técnicas e bioldgicas das amostras
tratadas com actinomicina D por Oh, 1h, 3h, 6h e 8h, sendo a média das correlacdes,
respectivamente, 0,89+ 0,11; 0,99+ 0,01; 0,97+ 0,02; 0,98+ 0,01; 0,97+ 0,02. Assim, 0S
valores de intensidade de todas as réplicas hibridizadas foram utilizados para as analises de
expressao.

Inicialmente, foram consideradas na andlise todas as sondas detectadas com
intensidade acima do background nas 20 réplicas técnicas da amostra referéncia (tabela 2).
Um filtro adicional foi usado, onde somente sondas com intensidade de sinal 2 vezes maior

que o background nas 20 réplicas técnicas da amostra referéncia foram consideradas como
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detectadas e mantidas na analise (tabela 2). Este critério foi estipulado para evitar estimacdes
errdbneas de meia-vida para transcritos expressos em niveis muito baixos, proximos ao
background, onde pequenas mudancas de intensidade, ap6s o tratamento com actinomicina D,
poderiam ser interpretadas como evidéncia de alta estabilidade (Sharova et al. 2009). Foram
calculadas razbes de intensidades (actinomicina D/referéncia) em logaritmo na base 10
(log1l0) para cada sonda. Em seguida, a taxa de degradacdo ou decaimento (“d”) dos
transcritos foi estimada através da regresséo linear dos valores de razdo das intensidades em
log10 referentes aos 5 tempos de tratamento com actinomicina D versus o tempo t, como
mostra a equacdo: y = a + bt, onde “t” ¢ o tempo, “b” € o coeficiente angular € “a” ¢ o
intercepto e “d”= -b*In(10) (Sharova et al. 2009). Apenas as sondas cujos modelos de
regressdo linear ajustados apresentaram coeficiente angular “b” dentro do intervalo de
confianca da regressdo de 95%, através de teste-t (p <0,05) foram consideradas validas para
determinacdo da meia-vida (tabela 2). O teste t foi calculado para cada valor de coeficiente
angular e testa a hipotese nula dos dados obtidos se adequarem a um modelo de regressao
linear.

Tabela 2: Numero de sondas de cada classe com expressdo acima do background no experimento
de hibridizagdo com oligoarranjo intron-exon de RNA de células HelLa tratadas com

actinomicina D (0, 1, 3, 6 e 8h); nimero de sondas detectadas (intensidade pelo menos 2 vezes
maior que o background) e nimero de sondas validas para o calculo da meia-vida.

Classe do #Sondas #Sondas com #Sondas detectadas #Sondas validas (%

transcrito presentes no expressao acima (% do total das das expressas acima
oligoarranjo do background (% expressas acimado do background); (%

do total da classe  background) das detectadas)

Exdnicos 8.786 7.129 (81%) 5.551 (78%) 5.480 (77%; 99%)

TIN 7.135 1.992 (28%) 401 (20%) 331 (17%; 83%)

antissenso

TINsenso  7.135 3.548 (50%) 713 (20%) 646 (18%; 91%)

PIN 4.440 2.480 (56%) 409 (17%) 371 (15%; 91%)

antissenso
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Como a mesma massa de RNA foi usada para as hibridizac6es em todos os tempos de
tratamento com actinomicina D, a degradacdo de RNAs menos estaveis, apds o blogueio da
transcricao, resulta no aumento da abundancia relativa de RNAs mais estaveis. Para corrigir
este efeito, normalizamos a taxa de decaimento “d” de todas as sondas validas, pela média das
taxas de decaimento dos transcritos considerados mais estaveis, ou seja, aqueles que tiveram
sua abundancia relativa aumentada ao longo do tratamento. Apenas um pequeno numero de
transcritos (23 transcritos, 0,3% do total) teve sua abundancia relativa aumentada, o que foi
explicitado pela taxa de decaimento com sinal negativo ou coeficiente angular com sinal
positivo, enquanto a maior parte dos transcritos apresentou uma diminui¢do na abundancia ao
longo do tempo, como era esperado. Portanto, 23 transcritos foram utilizados para a
normalizacdo dos dados.

A meia-vida de todos os RNA foi estimada pela formula: ty, = In(2)/d, onde “t1,” é a
meia-vida ¢ “d” ¢ a taxa de decaimento, como exemplificado na figura 10. Foi estabelecido
um limite méximo de 24h para o valor de meia-vida calculado, visto ser dificil estimar valores
de meia-vida muito longos baseados em um experimento cujo Ultimo ponto de medida foi o

tempo 8h.

0.0
NKIRASI1

-0.5 y=-0,1049x-0,4523
R?=0,9998

t] = 2,8?}]
-1.04

[
—
(4]

4 6 8 10
Meia-vida (horas)

Log10 (Actinomina D/Referéncia)

o
N

Figura 10: Determinacdo da meia-vida através da inibicdo da transcri¢do com actinomicina D.
Células HeLa foram tratadas com actinomicina D durante O, 1, 3, 6 e 8h e os niveis de expressdo de
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MRNA NKIRAS1 foram obtidos por hibridizagcdo no oligoarranjo intron-exon. Regresséo linear (y=a
+ bx) foi usada para estimar a taxa de decaimento dos RNAs, d= -b*In(10) e a meia-vida, ty,,=In(2)/d.
Apos a normalizagdo da taxa de decaimento, pela média da taxa de decaimento dos transcritos mais
estaveis, a meia-vida passou a ser t;,,=2.54h. O coeficiente de determinacéo (R?), a equacdo do modelo
de regressdo linear e a meia-vida (ty,) estimada antes da normalizacdo pelos transcritos mais estaveis
estdo indicados. As razdes de intensidades (actinomicina D/referéncia), em logaritmo na base 10, estdo
representadas como a média de duas réplicas independentes e duas réplicas técnicas + erro padrdo da
média.

4.2.1 Estimativa da meia-vida de ncRNAs intronicos e mRNASs

Através das analises descritas anteriormente, foi possivel estimar a meia-vida de 1.348
transcritos nao-codificadores intronicos, fracdo que corresponde a 17%, 15% e 18% do total
de sondas para os ncRNAs TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso, respectivamente,
expressas na lamina considerando-se apenas o critério de deteccdo de intensidade acima do
background nas réplicas da amostra referéncia (“sondas com expressdo acima do
background”; (vide item anterior; tabela 2). Como 0s transcritos intronicos sdo expressos em
baixos niveis na célula, e na analise realizada foi necessario assegurar que as sondas validas
tivessem intensidade pelo menos duas vezes acima do background (“sondas detectadas”; vide
item anterior), uma grande fracdo dos ncRNAs intronicos foi excluida da analise para garantir
uma maior confiabilidade dos resultados. J& os transcritos exdnicos, como sdo mais
abundantes na célula, ndo foram muito afetados pelo limiar de intensidade estipulado, de
modo que foi possivel calcular a meia-vida para 77% do total de sondas exdnicas expressas na
lamina com intensidade acima do background (vide item anterior; tabela 2).

A diminuicdo da quantidade de RNA medida pelo oligoarranjo ao longo dos tempos
de tratamento se adequou bem ao modelo de regresséo linear ajustado para o calculo da meia-
vida, de modo que foram consideradas validas (teste t, p<0,05; vide item anterior) 99% das
sondas exdnicas detectadas e 88% das sondas intronicas detectadas (vide item anterior; tabela

2).
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A figura 11 mostra a distribuicdo da frequéncia dos valores de meia-vida para as

diferentes classes de transcritos. Em nossa analise, a mediana da meia-vida estimada para 0s

transcritos exonicos foi de 3,1h (figura 11), tempo relativamente curto comparado com

trabalhos da literatura (Yang et al. 2003; Sharova et al. 2009).

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Porcentagem relativa

357

25
20
15
10

Porcentagem relativa

Ex6nico

0)

301

| I I I (Total=646)
2 3 4 6 8

I (Total=5.48
2 3 4 6 8

Meia-vida (horas)

Mais

TIN Senso

Mais
Meia-vida (horas)

Porcentagem relativa

Porcentagem relativa

45 1
40 1
35 1

I (Total
2 3 4 6 8

30
25
20
15
10

45 1
40 1
35 1
30 1
25 1
20 1
15 1
10 1

TIN Antissenso

=331)

Mais
Meia-vida (horas)

PIN Antissenso

(Total=371)

2 3 4 6 8 Mais
Meia-vida (horas)

Figura 11: Distribuicdo de meia-vida dos transcritos exdnicos e ncRNA intrénicos. O nimero de
transcritos em cada classe esta indicado entre parénteses.

Yang e colaboradores calcularam a meia-vida de 5.245 genes em células de hepatoma

humano (HepG2) e a mediana estimada foi de 10h (Yang et al. 2003). Um trabalho mais

recente avaliou a meia-vida de 19.977 genes em células tronco embrionarias de camundongo

(MC1), estimando uma mediana de 7,1h (Sharova et al. 2009). Ao compararmos as taxas de

decaimento de 1.601 transcritos exdnicos que foram comuns entre as analises de celulas HelLa

(nossa anélise) e células HepG2 (dados de Yang e colaboradores) obtivemos uma correlacéo

moderada mas estatisticamente significativa (r=0,53; p<0,001) (figura 12, painel a esquerda).
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Usando a base de dados HOMOLOGENE (Wheeler et al. 2008), identificamos 3.440
transcritos exonicos ortélogos entre humano e camundongo, para 0S quais taxas de
decaimento foram estimadas em células HeLa (nossa analise) e em células MC1 (dados de
Sharova e colaboradores). Comparando-se as taxas de decaimento dos transcritos exonicos,
identificados como ortélogos de camundongo, com os dados de Sharova, de forma semelhante
ao resultado obtido com células HepG2, observamos novamente uma correlagdo moderada e
estatisticamemente significativa (0,52; p<0,001) (figura 12, painel a direita). Apesar da
mediana da meia-vida para RNAs codificadores de proteinas estimada em nossa analise ter
sido bem menor que a dos trabalhos citados acima (Yang et al. 2003; Sharova et al. 2009),
obtivemos uma correlacdo estatisticamente significante ao comparar as taxas de decaimento
de nossa analise com os dados de hepatoma humano e de células tronco embrionarias de
camundongo. Uma possivel explicacdo, para a observacdo de valores de meia-vida mais
curtos em nossa analise, pode ser atribuida ao menor tempo de duracdo do ciclo celular das
células HeLa em relagdo ao das linhagens celulares utilizadas nos estudos mencionados; o
tempo de geracao das células HelLa é cerca de 14-16h enquanto o tempo de geracdo de HepG2
é de aproximadamente 50h (Whitfield et al. 2002; Yang et al. 2003).

A mediana dos valores de meia-vida estimados para os transcritos intrénicos foi de
4,2h para os TIN antissenso, 3,4h para os TIN senso e 3,9h para os PIN antissenso.
Notavelmente, os ncRNAs intronicos apresentaram em média uma estabilidade comparavel
ou superior a observada para transcritos exonicos (3,1h).

Fomos verificar se, a0 compararmos a meia-vida de transcritos intrénicos e exénicos
em uma mesma faixa de intensidade de expressdo, ainda era possivel observar a maior
estabilidade dos ncRNAs intronicos em relagdo aos exodnicos (figura 13). Para isso,
comparamos apenas as distribuicdes de meia-vida dos transcritos exonicos e intrébnicos com

intensidade menor ou igual 100. As fragGes de transcritos com intensidade até 100, do total de
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transcritos de cada classe, exonicos, TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso, para 0s
quais estimamos a meia-vida, foram, respectivamente, 32%, 72%, 78% e 81% (figura 13).
Nota-se uma menor porcentagem de transcritos exénicos em relacdo a intrénicos com baixo
sinal de intensidade (menor que 100), em conformidade o resultado mostrado no item 4.1. A
figura 13 sugere que 0s ncRNAs intrénicos apresentam maior estabilidade que os transcritos
exonicos, independente da faixa de intensidade analisada. Desta forma, elimina-se a
possibilidade da maior estabilidade observada para os ncRNAs intrénicos em relacdo aos
transcritos exonicos, por algum motivo, estar atrelada simplesmente a sua menor intensidade

de expressao.
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Figura 12: Comparacéo das taxas de decaimento obtidas para os transcritos exénicos em celulas
HeLa com as observadas em trabalhos da literatura. No painel a esquerda, as taxas de decaimento
de 1.601 transcritos exdnicos comuns as analises de células HelLa e células HepG2 (Yang et al. 2003)
foram comparadas. No painel a direita, as taxas de decaimento de 3.440 transcritos exdnicos ortélogos,
comuns as analises de células HelLa e células de camundongo, MC1(Sharova et al. 2009) foram
comparadas.

Utilizamos o teste estatistico de Kolmogorov-Smirnov (KS) para determinar a
significancia estatistica da diferenca entre as distribuicdes de meia-vida das diferentes classes
de transcritos, apresentadas na figura 13. Este teste calcula a maxima diferenca de distancia
entre duas distribuicdes (d-valor) e estima um p-valor para esta distancia, que é indicativo da

probabilidade de dois conjuntos de dados se distribuirem da mesma maneira.
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Figura 13: Comparagdo da meia-vida entre transcritos exonicos e transcritos intronicos TIN
antissenso, TIN senso e PIN antissenso, com intensidade de expressao até 100 (relativo ao tempo
Oh de tratamento com actinomicina D). O nimero de transcritos em cada classe esta indicado entre
parénteses e o valor de porcentagem refere-se a fracéo de transcritos com sinal de intensidade até 100,
do total de transcritos em cada classe para os quais se tém valores de meia-vida calculados.

O padrdo de maior estabilidade em relacdo aos transcritos exénicos é mais evidente
para os TIN antissenso (teste KS, d=0,43; p=0) e PIN antissenso (teste KS, d-valor=0,29;
p=0) (figura 14). Visivelmente, ocorre uma sobreposi¢do nas distribui¢cbes de meia-vida entre
transcritos exonicos e TIN senso nos tempos mais curtos (< 3h), contudo, ainda pode-se dizer
que a classe de trancritos TIN senso também apresenta uma maior propor¢do de transcritos
com maior meia-vida em relagdo aos exdnicos (teste KS, d=0,15; p=6,35E®) (figura 13).

Dentre os transcritos intrénicos, os TIN senso apresentaram uma distribuicdo de meia-
vida bem distinta em relacdo aos TIN e PIN antissenso, representando a classe com menor
estabilidade (figura 13). Através do teste KS, observamos que existe uma distancia de 32%
(d-valor=0,32; p=1,33E™) e 28% (d-valor=0,28; p=4,98E™%), respectivamente, entre as
distribui¢es de meia-vida dos TIN senso e TIN antissenso e TIN senso e PIN antisssenso.

Esta distancia entre as distribui¢bes cai para 14% ao compararmos 0s TIN e PIN antissenso
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(d-valor=0,14; p=0,01). Portanto, os transcritos TIN senso parecem diferir dos demais
transcritos intrénicos, possivelmente por incluir sub-populacdes de transcritos com natureza
distinta, tais como prée-mRNAs e/ou trechos de introns resultantes do splicing de pré-mRNAs.

4.2.2 Analise de enriguecimento de categorias génicas entre transcritos com meia-
vida curta (< 2,5h) ou longa (> 3,5h)

Estudos prévios em eucariotos observaram que proteinas envolvidas em processos
altamente regulados decaem relativamente rapido, em contraste com aquelas envolvidas em
funcBes metabolicas centrais (Ross 1995; Wang et al. 2002; Yang et al. 2003). Para verificar
se nossas analises de meia-vida em células HelLa seguiram esta mesma relacdo geral
documentada, fizemos uma analise de enriquecimento em categorias de termos de ontologia
génica, incluindo os dominios funcdo molecular, processo biolégico e componente celular.
Avaliamos o enriquecimento em termos GO para 892 transcritos exdnicos com meia-vida
menor que 2,5h (menos estaveis) e para 1.389 com meia-vida maior que 3,5h (mais estaveis)
(tabelas 3 e 4).

Os transcritos codificadores de proteinas menos estaveis apresentaram enriquecimento
em categorias relacionadas a regulacdo da transcricdo, ciclo celular, regulacdo de apoptose,
dentre outros. J& os transcritos exénicos mais estaveis apresentaram enriquecimento em
categorias relacionadas a elongacdo da traducdo e constituinte estrutural do ribossomo.
Portanto, a maioria destes resultados encontra-se em conformidade com a literatura (Narsai et
al. 2007; Friedel et al. 2009; Sharova et al. 2009). Nenhuma categoria de GO foi encontrada

significativamente enriquecida entre os loci génicos que expressam ncRNAS intrénicos.
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Tabela 3: Andlise de enriquecimento em categorias de ontologia génica (GO) de transcritos
exdnicos com meia-vida menor que 2,5h.

Categoria Termo #degenes P-valor  P-valor
corrigido*

GOTERM_BP_FAT GO0:0045449~regulation of transcription 234 <0,001 <0,001

GOTERM_MF_FAT G0:0003677~DNA binding 208 <0,001 <0,001

GOTERM_BP_FAT GO0:0051252~regulation of RNA metabolic 156 <0,001 <0,001
process

GOTERM_MF _FAT GO0:0030528~transcription regulator activity 142 <0,001 <0,001

GOTERM_CC_FAT (GO0:0031981~nuclear lumen 145 <0,001 <0,001

GOTERM_CC_FAT GO0:0005730~nucleolus 61 <0,001 <0,001

GOTERM_MF_FAT G0:0008270~zinc ion binding 200 <0,001 <0,001

GOTERM_BP_FAT (G0:0006357~regulation of transcription from 80 <0,001 <0,03
RNA polymerase Il promoter

GOTERM_CC_FAT GO0:0005694~chromosome 44 <0,001 <0,001

GOTERM_BP_FAT GO0:0051172~negative regulation of nitrogen 56 <0,001 <0,002
compound metabolic process

GOTERM_BP_FAT GO0:0051253~negative regulation of RNA 40 <0,001 <0,002
metabolic process

GOTERM BP FAT G0:0016568~chromatin modification 39 <0,001 <0,05

GOTERM_BP_FAT G0:0006325~chromatin organization 42 <0,001 <0,002

GOTERM_MF_FAT (G0:0003682~chromatin binding 25 <0,001 <0,05

GOTERM_BP_FAT (GO0:0019941~modification-dependent protein 57 <0,001 <0,002
catabolic process

GOTERM_CC_FAT G0:0015630~microtubule cytoskeleton 52 <0,001 <0,05

GOTERM_BP_FAT (G0:0016573~histone acetylation 11 <0,001 <0,003

GOTERM _BP FAT GO:0007049~cell cycle 79 <0,001 <0,03

GOTERM_CC_FAT (G0:0005819~spindle 21 <0,001 <0,002

GOTERM_BP_FAT G0:0030521~androgen receptor signaling 11 <0,001 <0,002
pathway

GOTERM_BP_FAT GO0:0006974~response to DNA damage 42 <0,001 <0,004
stimulus

GOTERM_BP_FAT G0:0006259~DNA metabolic process 49 <0,001 <0,04

GOTERM_BP_FAT G0:0006281~DNA repair 34 <0,001 <0,05

GOTERM BP FAT (GO0:0042981~regulation of apoptosis 70 <0,001 <0,05

* P-valor corrigido para multiplo teste (Benjamini-Hocheberg).

Tabela 4: Analise de enriquecimento em categorias de ontologia génica (GO) de transcritos
exdnicos com meia-vida maior que 3,5h.

Categoria Termo #de genes P-valor P-valor
corrigido*
GOTERM_MF_FAT GO0:0003735~structural constituent of ribosome 20 <0,001 <0,001
GOTERM_BP_FAT GO0:0006414~translational elongation 15 <0,001 <0,02
GOTERM_CC_FAT G0:0005840~ribosome 23 <0,001 <0,004

*P-valor corrigido para multiplo teste (Benjamini-Hocheberg).
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4.3 Avaliacdo da contribuicdo da RNA Polimerase Il na biogénese de ncRNAs
intrénicos

Com o objetivo de responder se 0s ncRNAs intrénicos sdo transcritos pela RNAP 11,
realizamos tratamento de células HeLa com a- amanitina. A o-amanitina é um peptideo
ciclico de oito aminoacidos que inibe a enzima RNAP 1l por bloquear sua translocagdo sobre
0 DNA durante a elongacdo da transcricdo (Bushnell et al. 2002; Gong et al. 2004)
Primeiramente, verificamos a eficiéncia do tratamento com a- amanitina utilizando como
controle um transcrito sintetizado pela RNAP II, mRNA de c-Myc. Apds esta validacdo
inicial, réplicas de RNA total de células tratadas e ndo-tratadas com a-amanitina foram
amplificadas, marcadas fluorescentemente e hibridizadas no oligoarranjo intron-exon. Esta
abordagem possibilitou o conhecimento dos ncRNAs intrdnicos presentes no oligoarranjo e
expressos em células HelLa que tem como enzima transcricional a RNAP 1.

Realizamos a extracdo de RNA de 4 réplicas bioldgicas de células HelLa tratadas e
ndo-tratadas (controle) com a- amanitina (50ug/ml) durante 9h, seguindo essencialmente
protocolos de trabalhos ja publicados (Lee et al. 2004; Nakaya et al. 2007; Raha et al. 2010).
A eficacia da inibicdo da RNAP 1l foi avaliada através da quantificacdo do mRNA de c-Myc,
por PCR em tempo real, em amostras de RNA tratadas e nao-tratadas com o inibidor (figura
14). Como controles negativos do experimento, utilizamos os transcritos pre-tRNA™ e 7SK,
que sdo sintetizados pela RNAP IIl, que ndo é sensivel a baixas concentragcdes de a-
amanitina, tais como as utilizadas nestes experimentos, e 0s RNAs 18S rRNA e 45S rRNA,
transcritos pela RNAP I, que ¢ muito resistente ao tratamento com o- amanitina (Jacob et al.
1970; Kedinger et al. 1970; Lindell et al. 1970). O transcrito 5S rRNA, sintetizado pela
RNAP 11, foi utilizado como normalizador do experimento. Através deste ensaio, foi possivel

verificar que o tratamento com o-amanitina foi eficiente, diminuindo em 46 vezes a
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abundancia relativa de c-Myc nas células tratadas com a- amanitina e ndo afetou de maneira

estatisticamente significativa a abundancia dos controles negativos (teste t, p<0,05; figura 14).

1.67

1.4

1.2 '

0.8 - B o-amanitina

O Controle

Fold Change

0.6 1
0.4

0.27

c-Myc pré-tRNA™" 7SK  18SrRNA 45SrRNA

Figura 14: Inibicdo da expressdo de c-Myc pelo tratamento de células HeLa com a-amanitina.
Células HeLa foram incubadas na presenga ou auséncia de 50ug/mL de a-amanitina durante 9 h e 0s
niveis de cada transcrito foram determinados por gPCR. mRNA de c-Myc foi utilizado como controle
da eficiéncia da inibicdo da RNA Polimerase 1. Os RNAs pre-tRNA™" e 7SK, transcritos pela RNA
Polimerase Ill, e os RNAs 18S rRNA e 45S rRNA, transcritos pela RNA Polimerase I, foram
utilizados como controles negativos. O 5S rRNA, transcrito pela RNA Polimerase 11, foi utilizado
como normalizador do experimento. Os valores estdo expressos em fold change relativo as células

controle ndo- tratadas (barras cinza). As medidas foram realizadas em 4 réplicas independentes. O
asterisco indica que a diferenca entre as condicdes € estatisticamente significativa (teste t, p<0,05).

Apbs a validacao inicial do tratamento, fizemos a amplificacdo e marcacdo com Cy3
ou Cy5 de quantidades iguais de RNA tratado com a-amanitina e RNA controle e
hibridizamos estes alvos fluorescentes com duas laminas de oligoarranjo intron-exon,
conforme mostrado na figura abaixo (figura 15). Cada réplica bioldgica referente a uma
condicdo foi marcada separadamente com Cy3 e Cy5, de modo que o fluoréforo da amostra
tratada e controle foram trocados (dye swap), permitindo assim a hibridizacdo em duplicata
para cada réplica bioldgica (réplica técnica) (figura 15). Essa estratégia dye swap foi utilizada
com o intuito de corrigir viéses resultantes do uso de dois fluoréforos distintos, eliminando

assim possiveis diferencas na incorporacdo dos fluoroforos e diferencas na intensidade de
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captacdo do sinal quando os mesmos sdo excitados com luz UV no momento do scanning

(Quackenbush 2002).
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Figura 15: Esquema das hibridizacbes no oligoarranjo de 4x44k. A lamina contém 4 arrays
independentes. RNA amplificado e marcado com cy3 ou cy5, proveniente de células tratadas e nédo-
tratadas com a-amanitina, foi hibridizado em cada array. Para cada réplica biolégica hibridizada,
hibridizamos também uma réplica técnica (dye swap). Os experimentos foram realizados com 4
réplicas independentes de cada condig&o.

Comparando-se os valores das intensidades dos sinais obtidos da hibridizagdo de
réplicas técnicas e bioldgicas das amostras tratadas com a- amanitina, foram observados altos
indices de correlacdo, sendo a média entre estes 0,98+ 0,01. O mesmo padrédo foi observado
comparando-se as réplicas técnicas e bioldgicas das amostras controle, sendo a média das
correlagdes obtidas 0,98+ 0,01, o que indica uma boa reprodutibilidade das hibridizagdes
realizadas. Com a finalidade de preservar possiveis transcritos cuja inibi¢do de sua transcri¢do
pela a-amanitina resultasse em sua completa deplecdo apds 9h de tratamento, consideramos
nesta analise todas as sondas detectadas acima do background nas 8 réplicas controle. Esse
critério foi ecolhido pelo fato de ser esperado maior sinal nestas amostras, pelo menos para as

sondas de transcritos exonicos, pois sabidamente s&o transcritos pela RNAP II.
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Dados de expressdo génica gerados em experimentos de hibridizacdo com
oligoarranjos utilizando 2 cores, geralmente, necessitam de uma etapa de normalizacdo para
corrigir viéses resultantes da incorporacao preferencial ou diferencas de eficiéncia de emissao
de luz pelos diferentes fluor6foros, como citado anteriormente (Quackenbush 2002). Para a
correcdo destes efeitos, o programa que faz a extracdo dos dados de intensidade das laminas
de oligoarranjo, Feature Extraction, aplica um método de normalizacdo baseado em Lowess
(Local Weighted Scaterplot Smoothing). Este método assume a existéncia de um mesmo
namero de genes diferencialmente expressos aumentados e diminuidos entre duas amostras
em uma determinada faixa de intensidade (Yang et al. 2002). Contudo, no experimento de
inibigdo da transcrigdo com a-amanitina espera-se que, a0 menos no que diz respeito aos
transcritos exdnicos que sdo sabidamente transcritos pela RNAP 11, a abundancia relativa dos
transcritos diminua ao longo do tempo de tratamento com o inibidor. Assim, a utilizacdo da
estratégia de normalizacdo por Lowess poderia distorcer os dados de expresséo, forcando que
as razdes se distribuissem em torno de 1 (ou log2 = 0). Como alternativa para corrigir 0s
efeitos de incorporacao diferencial dos fluordforos e de diferenca de sensibilidade do scanner
para os diferentes comprimentos de onda de cada fluoréforo, foi utilizada a hibridizacdo
réplica com troca de fluoréforo (dye swap), como mostra a equacdo: 0,5*log2[(controle Cy5
/o-amanitina Cy3)*(controle Cy3/a-amanitina Cy5)]). Desta forma, ao final do dye swap
ficamos com medidas da razdo em log2 (controle/a-amanitina) de 4 réplicas bioldgicas
independentes, cada uma proveniente da média de suas duas réplicas técnicas.
Adicionalmente, foi incluido um filtro para selecionar apenas transcritos que apresentaram
mudanca de abundancia, ou seja, diminui¢do ou aumento apds tratamento com o- amanitina,
concordantes em todas as replicas (tabela 5).

Pelo fato de um dos controles negativos utilizados nos experimentos de PCR em

tempo real, 18S rRNA, ter apresentado uma diminuicdo de cerca de 30% ap0s o tratamento
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com a droga, apesar desta proporcdo ndo ter sido considerada estatisticamente significante
(teste t, p<0,05), optamos por considerar um critério de no minimo 40% de diferenca entre as
medidas de intensidade de a-amanitina e controle para aumentar a confiabilidade de que a
diferenca observada entre as amostras € proveniente do efeito inibitério da droga. Utilizando
este critério, os transcritos considerados como detectados e que apresentaram pelo menos 40%
de diferenga entre as intensidades de a-amanitina e controle (equivalente a um fold-change >
1,66) em cada uma das 4 réplicas de razdo resultantes da média do dye swap, foram
submetidos a um teste estatistico especifico para analise de oligoarranjos denominado SAM
(Significance Analysis of Microarrays) (Tusher et al. 2001). Utilizando-se 0 SAM, obtivemos
um conjunto de transcritos considerados diferencialmente detectados, com g-valor <0,05%,
entre as amostras de RNA provenientes de células tratadas com a-amanitina e controle (tabela

5).

Tabela 5: Numero de sondas de cada classe detectadas no oligoarranjo e nimero de sondas
diferencialmente detectadas entre células Hela tratadas e ndo-tratadas com a-amanitina
durante 9h.

Classe de #Sondas #Sondas #Sondas
transcrito presentes no detectadas (% diferencialmente
oligoarranjo ~ do total da detectadas (% das

classe) detectadas)

Exonicos 8.786 6.403 (73%) 3.868 (60%)

TIN antissenso 7.135 1.008 (14%) 344 (34%)

TIN senso 7.135 1.500 (21%) 853 (57%)

PIN antissenso 4.440 1.482 (33%) 556 (38%)

Através do grafico MxA (Yang et al. 2002), que compara as razdes, no caso,
considerando-se o dye swap das réplicas, (0,5*log2[(controle Cy5/a-amanitina Cy3)*(controle
Cy3/a-amanitina Cy5)]) em fun¢do das intensidades (0,25*log2[controle Cy5*a-amanitina
Cy3*controle Cy3*a-amanitina Cy5]), pode-se perceber que todos os transcritos considerados

diferencialmente expressos apds o tratamento com a-amanitina estdo aumentados nas
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amostras controle em relacdo as amostras tratadas, o que significa que tiveram sua abundancia

diminuida apos o tratamento (figura 16).
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Figura 16: Gréaficos M vs. A das hibridiza¢cdes em oligoarranjos intron-exon de RNA de células
HelL a tratadas e ndo-tratadas com a-amanitina. O logaritimo da razdo (controle/a-amanitina) das
medidas de intensidades (M) dos transcritos considerados diferencialmente expressos apos o0
tratamento com a-amanitina (fold change >1,66, q-valor <0,05%) esta plotado em funcédo do logaritmo
do produto das intensidades (controle*a-amanitina) (A). Os nimeros 1, 2, 3 e 4 referem-se a 4
hibridizagdes réplicas independentes.

Cerca de 60% dos transcritos exonicos detectados (3.868/6.403) apresentaram
variagdo significativa com o tratamento com a-amanitina (tabela 5). Uma fracdo comparéavel
de sondas que interrogam TIN senso apresentou variagdo significativa com o tratamento
(57%). Em contraste, uma porcentagem menor de transcritos intrénicos ndo-codificadores
antissenso TIN e PIN, 34% e 38%, respectivamente, foi afetada pelo tratamento com o
entre transcritos intronicos e exdnicos e também entre intrnicos com orientagdo antissenso e

Senso.
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Como verificamos que apenas 60% dos transcritos exénicos foram considerados como
diferencialmente detectados em nossa analise e que, sabidamente, a totalidade dos mRNAs
sdo transcritos pela RNAP II, fomos verificar se aqueles transcritos exénicos considerados
como ndo-diferencialmente detectados possuem maior meia-vida em relacdo aos
diferencialmente detectados, o que apoiaria o resultado observado. Para isto, utilizamos o0s
dados provenientes das analises do tratamento com actinomicina D (vide item 4.2) (figura 17).
Verificamos que, de fato, os transcritos exdnicos considerados como ndo-diferencialmente
detectados em nossa analise apresentaram maior meia-vida em relacdo aos diferencialmente
detectados (teste KS, p<0,001). Fizemos a mesma analise para 0s transcritos nao-
codificadores intronicos (figura 17) e observamos resultado semelhante para as trés classes de
ncRNASs intrénicos (teste KS, p<0,001), o que sugere que, pelo menos, uma fracdo dos
transcritos intrénicos que consideramos como ndo-diferencialmente detectados em nossa
analise, também possam ser produtos de sintese da RNAP Il que possuem meia-vida mais
longa.

Como foi visto que os transcritos exdnicos possuem meia-vida mais curta que 0s
intrénicos, sobretudo que os antissensos (vide item 4.2), a observacdo de que uma fracédo
maior de exdnicos foi afetada pelo tratamento com a-amanitina pode ser uma consequéncia da
diferenga de estabilidade entre estas classes de RNAs. Em virtude desta diferenca, foi
avaliado o efeito da inibigdo da RNAP Il na abundéncia dos transcritos exonicos e intronicos
que apresentaram meia-vida igual ou superior a 3h, na tentativa de eliminar parte da
discrepéancia de meia-vida entre estes transcritos (tabela 6). Uma proporcéo equivalente a 56%
do total de sondas para transcritos exdnicos apresentou meia-vida igual ou superior a 3h
(tabela 6). Para os ncRNAs intronicos, 94%, 71% e 86% do total de sondas para 0s transcritos
TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso, respectivamente, apresentaram meia-vida igual

ou superior a 3h (tabela 6).
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Figura 17: Meia-vida dos transcritos diferencialmente detectados e né&o-diferencialmente
detectados apos tratamento de células HeLa com 50pg/mL de e-amanitina por 9h. Para
determinagdo da meia-vida destes transcritos foram utilizados os dados referentes ao experimento de
celulas HelLa tratadas com actinomicina D, descritos no item 4.2. O nimero de transcritos esta
indicado entre parénteses. DD (Diferencialmente Detectados), NDD (Nédo Diferencialmente
Detectados). As distribui¢cdes de meia-vida dos transcritos DD e NDD mostraram-se estatisticamente
diferentes (teste KS, p<0,001) para todas as classes de transcritos analisadas (ex6nicos e intrénicos
antissenso e senso).

Das sondas para mensagens codificadoras de proteinas detectadas com meia-vida igual
ou superior a 3h, uma proporcdo de 46% mostrou-se significativamente (g-valor <0,05%)
diminuida com o tratamento com a-amanitina (tabela 6). Propor¢Ges semelhantes foram
observadas para transcritos intronicos, de modo que 47% dos TIN antissenso, 54% dos TIN
senso e 40% dos PIN senso detectados com meia-vida igual ou superior a 3h apresentaram
diminuicdo significativa (g-valor <0,05%) com o tratamento (tabela 6). A observacdo de
proporgdes semelhantes de transcritos das diferentes classes, ex6nicos e intrénicos senso e

antissenso afetados pelo tratamento, quando analisados RNAs com meia-vida superior a 3h,
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sugere que os ncRNAs intronicos apresentam a mesma sensibilidade a a-amanitina que 0s

MRNAS.

Tabela 6: Numero de sondas de cada classe detectadas no oligoarranjo e nimero de sondas
diferencialmente detectadas entre células HelLa tratadas e ndo-tratadas com a-amanitina
durante 9h, considerando-se apenas o0s transcritos com meia-vida superior a 3h.

Classe do #Sondas #Sondas #Sondas #Sondas #Sondas
transcrito presentes no  detectadas (% detectadas detectadas diferencialmente
oligoarranjo  do total da com dados de com meia- detectadas com
classe) meia-vida (% vida>3h (%  meia-vida>3h (%
do total das do total das do total das
detectadas) detectadas detectadas com
com dados de  meia-vida> 3h)
meia-vida)
Exénicos 8.786 6.403 (73%) 5.299 (83%) 2.963 (56%) 1.358 (46%)
TIN 7.135 1.008 (14%) 310 (31%) 291 (94%) 136 (47%)
antissenso
TIN senso 7.135 1.500 (21%) 541 (36%) 382 (71%) 206 (54%)
PIN 4.440 1.482 (33%) 347 (23%) 298 (86%) 118 (40%)
antissenso

4.4 Avaliagdo da presencga de cap 5' em ncRNAs intrénicos

Para investigar se os transcritos ncRNA intrénicos possuem a modificacdo 7-metil
guanosina na extremidade 5' (cap 5'), caracteristica de mMRNAs transcritos pela RNAP 11, foi
proposto como estratégia experimental avaliar se o tratamento enzimatico para remocdo do
cap 5' com a enzima Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) facilita a posterior digestdo dos
NcRNASs intrénicos por uma enzima 5'-exonuclease (5'-Exo). Os RNAs com a extremidade 5'
protegida pela presenca de cap sao resistentes a digestdo pela 5'-Exo, enquanto RNAs sem cap
ou parcialmente degradados séo digeridos pela enzima.

Foram feitas trés condicOes de tratamento: i) amostra tratada com TAP e 5-Exo
(TAP*/5'-Ex0"), ii) amostra tratada apenas com 5'-Exo (TAP/5'-Exo") e iii) amostra controle,

sem tratamento com as enzimas Tobacco e 5'-Exonuclease (TAP/5'-Ex0’). A amostra TAP
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/5'-Exo” foi submetida a incubacdo com mesmo tampéo e temperatura do tratamento com a
enzima TAP e em seguida incubada com mesmo tampdo e temperatura do tratamento com a
enzima 5'-Exo, contudo sem adi¢do de nenhuma das enzimas. De modo semelhante, fizemos
incubacdo prévia da amostra a ser tratada exclusivamente com 5'-Exo, com 0 mesmo tampéo
e temperatura do tratamento com a enzima TAP (TAP/5-Exo"), 0 que assegura que as
amostras em estudo (TAP*/5'-Exo’, TAP/5'-Exo” e TAP/5'-Ex0’) ficaram sujeitas as mesmas
condicdes e portanto, susceptiveis ao mesmo nivel de degradacdo inespecifica do RNA por
RNAses contaminantes (figura 18). Foram feitas 4 réplicas independentes de cada uma das 3
condicdes de tratamento.

A eficacia do ensaio enzimatico realizado para determinacdo de presenca ou auséncia
de cap 5' foi verificada através de PCR quantitativa em tempo real. O snoRNA (small
nucleolar RNA), snRNA U15A, que ndo possui cap 5' (Tycowski et al. 1993), foi usado como
controle negativo para o tratamento com as enzimas (figura 19, painel a direita) e como
normalizador do experimento de PCR quantitativa (figura 19, painel a esquerda).

As amostras tratadas com 5°-Ex0, com e sem tratamento prévio com TAP (TAP'/5'-
Exo" e TAP/5-Exo") foram amplificadas, marcadas com Cy3 ou Cy5 e hibridizadas com
oligoarranjos intron-exon para verificagdo da presenca de cap 5' entre os transcritos néo-
codificadores intronicos (figura 20). A amostra TAP/5'-Exo” foi utilizada apenas como
controle da qualidade do RNA ap6s os periodos de incubacdo, mas ndo foi hibridizada no
oligoarranjo (figura 18).

Para avaliar a presenca de cap 5' em ncRNAs intrénicos em larga-escala, as 4 réplicas
independentes de RNA tratado com as enzimas TAP e 5'-Exo (TAP*/5'-Exo” e TAP/5-Ex0"),
apos amplificacdo e marcacdo com Cy3 ou Cy5, foram hibridizadas no oligoarranjo intron-
exon . Foi feita uma marcacéo invertida, dye swap dos fluoroforos, para cada uma das réplicas

independentes, de forma que foram hibridizadas duas réplicas técnicas de cada replica
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bioldgica. Novamente, como descrevemos no item 4.3, utlilizamos a hibridizacdo com dye
swap para corrigir possiveis efeitos provenientes da co-hibridizacdo de duas amostras
marcadas com fluoroforos distintos. Contudo, tivemos problemas na hibridizacdo de uma das
duas laminas utilizadas, ficando com os dados resultantes de apenas uma das laminas,

referentes a 2 réplicas independentes (figura 20).
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Figura 18: Eletroforese capilar das amostras de RNA total de células HelLa tratadas com as
enzimas 5'-Exonuclease (5'-Exo) e Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP). Os painéis representam o
perfil analitico de preparagdes de 200ng de RNA total apds tratamento com as enzimas TAP/5'-Ex0’,
TAP/5-Exo” e TAP'/5'-Exo”, obtidos a partir de eletroforese capilar no Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies). O painel a esquerda mostra a imagem virtual da eletroforese reconstruida ap6s
andlise no Bioanalyzer para as trés condicbes em andlise. O painel a direita apresenta o
eletroferograma, com os dois picos maiores representando os rRNAs 18S e 28S (da esquerda para a
direita, respectivamente). As bandas das subunidades 28S e 18S do rRNA, com uma razdo proxima de
2, na amostra TAP/5-Exo” atestam a integridade da amostra de RNA utilizada como controle para a
degradacio por RNAses contaminantes. E possivel verificar que houve uma degradacio das bandas
dos RNAs ribossomais 28S e 18S nas amostras TAP/5-Exo” e TAP'/5-Exo", 0 que era desejavel,
visto que estas duas amostras foram tratadas com a enzima 5'-Exo.
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Figura 19: Avaliacdo da eficicia do ensaio utilizando as enzimas Tobacco Acid Pyrophosphatase
(TAP) e 5'-Exonuclease (5'-Exo) para determinacdo da presenca ou auséncia de cap 5'. RNA total
de células HeLa foi submetido a tratamento com as enzimas i) TAP, que remove o cap 5', e 5'-Exo,
que degrada RNAs 5'-monofosfato (TAP*/5'-Exo") , ou ii) apenas com 5'-Exo (TAP/5'-Exo"). Em
seguida, os niveis de cada transcrito foram determinados por gPCR. mRNA de a-Tubulina e c-Myc
foram utilizados como controles positivos para a presenca de cap 5' (painel a esquerda) e o SnRNA
U15A foi utilizado como controle negativo (painel a direita). Os valores estdo expressos em fold
change relativo as células controle (TAP/5-Exo") e normalizados pelos niveis do snRNA U15A
(barras cinzas). As medidas foram realizadas em 4 réplicas independentes. O asterisco indica que a
diferenca entre as condicOes é estatisticamente significativa (teste t, p<0,05).
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Figura 20: Esquema das hibridizacbes no oligoarranjo de 4x44k. A lamina contém 4 arrays
independentes. Amostras de RNA TAP*/5-Exo” e TAP/5'-Exo” amplificadas e marcadas com Cy3 ou
Cy5 foram hibridizadas em cada array. Para cada réplica bioldgica hibridizada, hibridizamos também
uma réplica técnica (dye swap). Os experimentos foram realizados com 2 réplicas independentes de
cada condig&o.

Foram observados altos indices de correlacdo entre os valores de intensidades dos
sinais obtidos na hibridizacdo de réplicas técnicas e bioldgicas das amostras tratadas com
TAP*/5-Exo”, sendo a média entre estes 0,97+ 0,01. O mesmo padrio foi observado

comparando-se as réplicas técnicas e bioldgicas das amostras tratadas com TAP7/5'-Exo”,
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sendo a media das correlagdes obtidas 0,97+ 0,01, apontando para a boa reprodutibilidade dos
experimentos.

Todas as sondas que apresentaram intensidade de sinal acima do background nas 4
réplicas TAP/5'-Exo” hibridizadas foram consideradas como detectadas na anélise (tabela 7).
Esta abordagem possibilitou que fossem mantidos na analise os transcritos com expressao
ausente em TAP*/5'-Exo”, o que é desejavel. Como no caso da analise de o-amanitina (vide
item 4.3), optamos por ndo utilizar um método de normalizacéo classico baseado em Lowess
(Yang et al. 2002). Também nos experimentos de cap 5' assumimos a existéncia predominante
de transcritos com expressao diminuida ou inalterada (no caso do transcrito ndo ter cap 5') ao
comparar-se RNA tratado com TAP*/5'-Exo” em relacdo a RNA tratado com TAP/5-Exo".
Para cada uma das sondas, utilizamos os dados referentes a média da razéo das intensidades
do dye swap de duas réplicas técnicas hibridizadas (Yang et al. 2002): 0,5*log2{[TAP/5'-
Exo"(Cy5)/TAP*/5-Exo*(Cy3)]*[TAP/5'Exo*(Cy3)/TAP'/5-Ex0*(Cy5)]. Desta  forma,
partimos de 4 réplicas (2 bioldgicas e 2 técnicas) de cada condicdo de tratamento (TAP/5'-
Exo" e TAP'/5-Exo") e ao final do dye swap ficamos com 2 medidas de razdo das

intensidades em log2 (TAP/5'-Exo’/ TAP*/5'-Exo").

Para um transcrito ser considerado portador de cap 5', a sua razdo TAP/5'-
Exo'/TAP'/5-Exo” deveria ser igual ou maior que 2 (fold-change > 2) nas duas réplicas, o
que corresponde a pelo menos 50% de degradacdo do transcrito ap6s remocdo do cap 5'
(tabela 7). Utilizando este critério, conseguimos confirmar a presenca desta modificacdo co-
transcricional em 59% dos transcritos exdnicos detectados em nosso modelo (tabela 7). Os
41% dos transcritos codificadores de proteinas, cuja modificagdo cap 5' ndo foi detectada,
apontam para uma deficiéncia de sensibilidade do método empregado ou da alta estringéncia
da anélise. Contudo, optamos por utilizar um critério estrito para considerar um transcrito com

cap 5' pelo fato de termos apenas 2 réplicas de medidas de razdo das intensidades, o que
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impossibilitou a aplicacdo de métodos estatisticos robustos para identificacdo de transcritos

diferencialmente detectados entre as amostras TAP/5'-Exo” e TAP */5'-Exo".

Tabela 7: Numero de sondas de cada classe detectadas no oligoarranjo e nimero de sondas com
cap 5".

Classe do #Sondas #Sondas detectadas (% #Sondas com cap 5'
transcrito presentes no  do total da classe) (% das detectadas)
oligoarranjo

Exbnicos 8.786 7.216 (82%) 4.289 (59%)
TIN antissenso 7.135 1.948 (27%) 989 (51%)
TIN senso 7.135 2.861 (40%) 865 (30%)
PIN antissenso 4.440 2.796 (63%) 1.807 (65%)

A presenca de cap 5' foi observada em 51% dos transcritos TIN antissenso, 30% dos
TIN senso e 65% dos PIN antissenso detectados no oligoarranjo (tabela 7). Ao menos metade
dos ncRNAs intrénicos TIN antissenso e mais da metade dos transcritos PIN antissenso,
detectados em nossa analise, apresentaram pelo menos 50% de degradacdo apos o tratamento
com enzimas que removem o cap 5' e degradam RNAs 5'-monofosfato, indicando a presenca
de cap na extremidade 5' destes RNAs em proporcao, em geral, comparavel a observada para
0s mMRNAs (tabela 7).

Dentre as trés classes de ncRNAs intronicos analisadas, € bem visivel que 0s
transcritos TIN senso foram os que apresentaram a resposta mais discrepante aos tratamentos
enzimaticos para deteccdo da presenca de cap 5', em relacdo aos transcritos exonicos,
controles positivos para a presenca de modificacdo cap 5'. Como é sabido que a modificacdo
cap 5' é importante para a proteger os RNAs contra a degradagdo por exonucleases 5'—3'
(Wilusz et al. 2001), fomos verificar a meia-vida dos transcritos TIN senso considerados com
e sem cap 5' (figura 21). Para fins comparativos, avaliamos também a meia-vida dos
transcritos considerados com e sem cap 5' das demais classes, TIN e PIN antissenso e
exonicos (figura 21). A distribuicdo de meia-vida dos transcritos considerados com e sem cap

5' ndo foi estatisticamente diferente entre 0s transcritos exénicos (teste KS), como ja era
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esperado, visto que todos os transcritos codificadores de proteina apresentam cap 5',
independente de sua meia-vida. Para os transcritos TIN e PIN antissenso a distribuicdo de
meia-vida dos transcritos considerados com e sem cap 5' também ndo foi diferente (teste KS),
demonstrando que, de modo semelhante ao que se observa para os transcritos exonicos,
parece ndo existir diferenca, pelo menos de tempo de meia-vida, entre 0s transcritos

considerados com e sem cap 5' nas analises realizadas (figura 21).
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Figura 21: Meia-vida dos transcritos diferencialmente detectados apds o tratamento com as
enzimas TAP e/ou 5'-Exo, ou seja, considerados com e sem cap 5'. Aliquotas de RNA de células
HelLa foram tratadas com as enzimas TAP/5'-Exo” ou TAP'/5'-Exo" para a deteccdo de cap 5'. Para
determinagdo da meia-vida foram utilizados os dados referentes ao experimento de células HelLa
tratadas com actinomicina D, descritos no item 4.2. DD (Diferencialmente Detectados) e NDD (N&o-
Diferencialmente Detectados). O numero de transcritos esta indicado entre parénteses. As
distribuictes de meia-vida dos transcritos DD e NDD mostraram-se estatisticamente diferentes (teste
KS, p<0,05) apenas para a classe de transcritos TIN senso.

Nota-se que, novamente, a classe TIN senso apresentou comportamento distinto das

demais, sendo a diferencga entre as distribuicGes de meia-vida dos transcritos considerados
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com e sem cap 5' estatisticamente significante (teste KS, p <0,001) (figura 21). Uma
proporcdo maior (43%) de transcritos TIN senso considerados como sem cap 5' apresentou
meia-vida mais curta (<3h) em relacdo aos transcritos considerados com cap 5 (10%).
Contudo, ainda assim é possivel afirmar que pelo menos uma fracdo dos ncRNAs intrénicos
da classe TIN senso sofre modificacdo co-transcricional por adi¢do de cap 5', semelhante ao
processamento que ocorre com 0s RNAs codificadores de proteinas e demais ncRNAs

intrénicos (tabela 7).

4.5 Analise da localizacdo sub-celular de ncRNAs intronicos

A fim de documentar a distribuicdo dos ncRNAs intrdnicos na célula, foram realizados
experimentos de fracionamento celular para obtencdo de fragdes nucleares e citoplasmaticas
de células Hela, através de lise em condi¢cBes que rompem a membrana plasmatica, mas
mantém o envelope nuclear intacto, seguido da marcacdo e hibridizacdo de sondas
fluorescentes com oligoarranjos intron-exon.

A qualidade dos RNAs obtidos no fracionamento foi avaliada por eletroforese capilar.
A observacdo de razBes 28S/18S proximas de 2 nas amostras fracionadas confirmou a
integridade do RNA disponivel para os experimentos planejados (figura 22). Nota-se um
sensivel enriquecimento do precursor rRNA 32S nas fragdo nuclear em relagcdo a fracdo
citoplasmatica. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos com o método original de
fracionamento descrito na literatura (Gondran et al. 1999) e indicam que a contaminacgdo
nuclear nas fragdes citoplasmaticas obtidas é ausente ou muito limitada. Para analise da
pureza das preparagdes de nucleo e citoplasma obtidas, foram também realizados ensaios de
northern blot com sondas para RNAs com localizacdo predominantemente nuclear (U6
snRNA) ou citoplasmatica (tRNA™®) (figura 23). Os ensaios de northern blot confirmaram o

enriquecimento dos controles nuclear e citoplasmatico, respectivamente, nas fracoes
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enriquecidas em RNA nuclear e citoplasmatico, e demonstraram a existéncia de baixa

contaminacdo cruzada entre as fracOes, atestando para a boa qualidade das preparacdes (figura

23).
Nicleo
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Figura 22: Integridade e qualidade do RNA total de células HelLa obtido por fracionamento
celular. Os painéis representam o perfil analitico das preparagdes de 200ng de RNA total de
citoplasma e ndcleo apds tratamento com DNAse, obtidos a partir de eletroforese capilar no Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). O painel a esquerda mostra a imagem de eletroforese virtual
reconstruida ap6s analise no Bioanalyzer. O painel a 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 presenga do precursor 32S rRNA, observado apenas na fracdo nuclear. O enriquecimento do
precursor 32S na fragdo nuclear indica boa qualidade do fracionamento e limitada contaminacdo
nuclear das fracOes citoplasmaticas. A razdo proxima de 2 das bandas das subunidades 28 S e 18 S do
rRNA indica boa integridade das amostras de RNA utilizadas.

U6 snRNA  +RNA Lys

N C N C

Figura 23: Obtencao de fragbes enriquecidas em RNA nuclear ou citoplasmatico. Aliquotas de
fragdes enriquecidas em RNA nuclear ou citoplasmatico (10 pg de RNA total), isoladas de células
HelLa, foram analisadas por northern blot utilizando sondas biotiniladas complementares a RNAs com
localizagdo predominantemente nuclear (U6 snRNA) ou citoplasmética (tRNA ).
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Para o experimento de hibridizacdo no oligoarranjo intron-exon, aliquotas de fracdes
de RNA nuclear e citoplasmatico preparadas em paralelo, a partir de duas culturas de células
HelLa, foram amplificadas, marcadas fluorescentemente (Cy3 ou Cy5) e hibridizadas em
quadriplicata. Foi feita uma marcacao invertida, dye swap dos fluoréforos, para cada fracédo de
RNA nuclear e citoplasmatico independente, de forma que foram hibridizadas duas réplicas
técnicas (marcacdo e hibridizacdo independentes) de cada réplica bioldgica (fracionamento
independente). O esquema das hibridizacdes esta apresentado na figura 24.

A reprodutibilidade dos experimentos foi avaliada através da medida da correlacdo dos
valores de intensidade entre as réplicas dos experimentos (biologicas e técnicas). Foi obtida
uma boa correlacdo entre as réplicas de nucleo (r=0,92+0,04) e citoplasma (r=0,86+0,05)
comparadas separadamente. Medidas de correlagdo muito inferiores foram obtidas ao
compararmos as intensidades das amostras de nucleo e citoplasma (r=0,48+0,08), indicando a

existéncia de grandes diferencas entre as duas fracGes.
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Figura 24: Esquema das hibridizacbes no oligoarranjo de 4x44k. A lamina contém 4 arrays
independentes. RNA de fragBes de nicleo e citoplasma de células HeLa foi amplificado, marcado com
Cy3 ou Cy5 e hibridizado em cada array. Para cada réplica de fracionamento independente
hibridizada, hibridizamos também uma réplica técnica (dye swap).

Para considerar uma sonda como detectada em nosso experimento, estipulamos como
critério a detecgdo acima do background nas 4 réplicas de nucleo e citoplasma (tabela 8). A

correlagéo relativamente baixa (r=0,48+0,08) observada entre as medidas de intensidade das
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réplicas de nucleo e citoplasma foi um indicativo que as duas fracBes celulares apresentam
perfis de expressdo génica bem distintos, 0 que ja se encontra documentado na literatura
(Schwanekamp et al. 2006; Trask et al. 2009). Com isso, novamente, como nas analises de o-
amanitina e cap 5 (vide itens 4.3 e 4.4), ndo foi possivel a utilizacdo de métodos de
normalizacdo como Lowess, visto que teriamos que assumir que a maioria das sondas
estivessem igualmente expressas em ambos os canais (Yang et al. 2002). Alternativamente,
foi utilizada a média da razdo das intensidades do dye swap das duas hibridizac6es réplicas
(Yang et al. 2002), como mostra a equacao: 0,5*log2[(Ndcleo Cy5/Citoplasma Cy3)*(Nucleo
Cya3/Citoplasma Cyb5)]) para correcao dos efeitos de incorporacdo diferencial dos fluoréforos
e de diferenca de sensibilidade do scanner para os diferentes comprimentos de onda de cada
fluoréforo. Desta forma, ao final do dye swap ficamos com medidas de razdo de intensidade
em log2 (ndcleo/citoplasma) de 2 réplicas bioldgicas independentes, cada uma proveniente da
média de suas duas réplicas técnicas.

Como a maioria do RNA total da célula localiza-se no citoplasma (Meister et al. 2004;
Barthelson et al. 2007) e foi utilizada a mesma massa de RNA nuclear e citoplasmético nas
hibridizacGes no oligoarranjo intron-exon, existe a possibilidade de um viés experimental que
refletisse em um aparente enriquecimento nuclear. Para atenuar este efeito, calculamos um
fator de correcdo (2,1) baseado nas propor¢bes de massa de RNA total nuclear e
citoplasmatico obtidas em oito fracionamentos independentes. Nos fracionamentos realizados,
0 RNA total nuclear representou, em média, 32% +8,7 do RNA total da célula, de maneira
que a massa de RNA total citoplasmatica correspondeu a mais que o dobro da massa de RNA
nuclear (68% do RNA total da célula). Fizemos também um ajuste adicional, para corrigir
diferencas de amplificacéo entre as amostras de nucleo e citoplasma. Para isto, calculamos um

fator de correcdo baseado nas diferencas entre as medidas de intensidades observadas para um
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conjunto de RNAs sintéticos controle adicionado as aliquotas de RNA (spikes) e detectados
por sondas controles presentes na lamina (vide item 3.10.2).

Ap0s a realizacao do dye swap das réplicas técnicas, ficamos com 2 medidas de razao
das intensidades (nucleo/citoplasma). Com isso, ndo foi possivel a utilizacdo de métodos
estatisticos para a identificacdo de sondas significativamente diferencialmente distribuidas
entre as fracdes de nicleo e citoplasma. Alternativamente, foi estabelecido um critério de que
a razao nucleo/citoplasma deveria ser maior ou igual a 3 (fold-change >3) nas duas réplicas,
para considerar uma sonda como enriquecida nas fracdes nuclear ou citoplasmatica. Os dados

obtidos estdo apresentados na figura 25 e tabela 8.

10

Figura 25: Gréficos M vs. A das hibridiza¢es em oligoarranjo intron-exon de RNA das fracGes
nucleo e citoplasma de células HelLa. O logaritimo da razdo (nucleo/ citoplasma) das medidas de
intensidades (M) esté plotado em funcéo do logaritmo de seus produtos (nicleo*citoplasma) (A). Os
pontos pretos sdo os transcritos considerados enriquecidos em uma das fragdes, nicleo ou citoplasma,
(fold change >3 nas duas réplicas) e os pontos azuis sdo os transcritos ndo considerados como
enriquecidos em uma das fragdes. Os numeros 1 e 2 referem-se a 2 hibridizagGes réplicas
independentes.

E interessante notar que os mRNAs codificadores de proteinas apresentaram maior
fragéo de transcritos considerados acumulados em um dos compartimentos celulares (68% dos
detectados) comparados aos NCRNAs intrénicos, TIN antissenso (17% dos detectados), TIN
senso (46% dos detectados) e PIN antissenso (32% dos detectados) (tabela 8). Observamos
que quase a totalidade dos mRNAs codificadores considerados enriquecidos em um dos

compartimentos apresentou-se enriquecido no nucleo (98% do total dos MRNAs enriquecidos

16
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em um dos compartimentos) (tabela 8). De forma semelhante, verificamos que para 0s
ncRNAs intrénicos que apresentaram enriquecimento em um dos compartimentos, este
enriquecimento ocorreu, quase que exclusivamente, no nucleo da célula (TIN antissenso 99%,
TIN senso 99% e PIN antissenso 97%) (tabela 8). A classe PIN antissenso foi a que
apresentou maior fracdo de transcritos enriquecidos no citoplasma (3% do total dos RNAs

enriquecidos em um dos compartimentos).

Tabela 8: Distribuicdo de mRNAs codificadores de proteina e ncRNAs intrénicos nas fragdes
nuclear/citoplasmatica de células HelLa.

Classe do #Sondas #Sondas #Sondas #Enriguecimento Enriquecimento
transcrito presentes no detectadas enrigquecidas nuclear (% das citoplasmatico (%
oligoarranjo (%o dototal emuma das enriquecidas) das enriguecidas)
da classe) fracdes (%
das
detectadas)
Exo6nicos 8.786 5.002 (57%) 3.422 (68%) 3.366 (98%) 56 (2%)
TIN 7.135 755 (11%) 129 (17%) 128 (99%) 1 (1%)
antissenso
TIN senso 7.135 1.221 (17%) 566 (46%) 561 (99%) 5 (1%)
PIN 4.440 1.224 (26%) 390 (32%) 377 (97%) 13 (3%)
antissenso

E importante destacar que existe uma fracdo maior de ncRNA intronicos que s&o
detectados em ambos os compartimentos e ndo foram considerados enriquecidos em nenhum
deles (fold change <3, tabela 9). Portanto, embora ndo se observe enriquecimento no
citoplasma, estes transcritos parecem ser exportados para este compartimento, onde podem
estar desempenhando alguma funcao.

Para excluir a possibilidade de que os ncRNAs intrbnicos detectados como
enriquecidos no citoplasma pudessem ter potencial para codificar proteinas, fizemos uma
analise utilizando o programa CPC (Coding Potential Calculator) (Kong et al. 2007).
Verificamos que a maior parte dos transcritos intrénicos acumulados no citoplasma (18 do

total de 19) ndo apresentaram potencial codificador, indicando que a maior parte dos
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transcritos intrénicos acumulados no citoplasma sdo, de fato, RNAs ndo codificadores de

proteinas.

Tabela 9: Distribuicdo de mRNAs codificadores de proteina e ncRNAs intronicos néo
enriquecidos em uma das fragdes, nucleo/citoplasma, de células HeLa (fold change <3 em pelo
menos uma das duas réplicas). NE (N&o Enriquecidos).

Classe do #Sondas NE em uma #Sondas NE com maior #Sondas NE com maior

transcrito das fragdes (% do intensidade no nucleo intensidade no citoplasma
total de detectadas- (% do total de NE) (% do total de NE)
tabela 8)

Exénicos 1.580 (32%) 1.149 (73%) 431 (27%)

TIN 626 (83%) 540 (86%) 86 (14%)

antissenso

TIN senso 655 (54%) 588 (90%) 67 (10%)

PIN 834 (68%) 703 (84%) 131 (16%)

antissenso

Com o intuito de entender um pouco mais sobre a dindmica de distribui¢cdo dos RNAs
dentro da célula, combinamos as andlises de tratamento com actinomicina D (vide item 4.2) e
fracionamento celular nucleo/citoplasma. Comparamos a distribuicdo das medidas de meia-
vida dos RNAs considerados enriquecidos no nucleo (EN), no citoplasma (EC) e a dos nédo
enriquecidos em um dos compartimentos (NE) (fold change <3 em pelo menos uma das duas
réplicas), tanto para os transcritos exonicos quanto para os intronicos (figura 26). Néo foi
possivel fazer essa andlise para cada classe de ncRNAs intronicos separadamente, devido ao
pequeno nimero de transcritos enriquecidos no citoplasma em cada uma destas classes.

A comparacdo da meia-vida dos RNAs EN com a dos RNAs EC, tanto para mMRNAS
codificadores de proteinas quanto para 0os NCRNAs intrénicos, mostrou que 0s transcritos
considerados como enriquecidos no nucleo possuem meia-vida mais curta (mediana mMRNA=
3h; ncRNA intrénicos= 3,1h) que os enriquecidos no citoplasma (mediana mRNA= 4h;
ncRNA intronicos= 4,3h) (teste KS, p <0,001) (figura 26). Os RNAs NE parecem ter uma
estabilidade intermediaria entre os EN e EC. Verificamos que os RNAs NE apresentaram

maior estabilidade que os RNAs EN, tanto para o0s mMRNAs (mediana= 3,4h vs. mediana= 3h,
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respectivamente) quanto para os ncRNAs intrénicos (mediana= 4,2h vs. mediana= 3,1h,
respectivamente) (teste KS, p <0,001) (figura 27). Os mRNAs NE mostraram-se
significativamente diferentes dos mMRNAs EC (mediana= 3,4h vs. mediana= 4h,
respectivamente) (teste KS, p <0,001), mas o mesmo resultado ndo foi observado ao
comparar-se 0s NncRNAs intronicos NE e EC, provavelmente devido ao pequeno conjunto

amostral (n=12) (figura 26).
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Figura 26: Distribuicdo das medidas de meia-vida dos transcritos considerados como
enriguecidos no ndcleo, no citoplasma e dos transcritos ndo considerados enriquecidos em um
dos compartimentos, através de fracionamento de células HelL a. Para determinagdo da meia-vida
destes transcritos, foram utilizados os dados referentes ao experimento de células HelLa tratadas com
actinomicina D, descritos no item 4.2. EN (Enriquecidos no Ndcleo), EC (Enriquecidos no
Citoplasma) e NE (N&o Enriquecidos em um dos compartimentos). O nimero de transcritos esta
indicado entre parénteses. As distribuicdes de meia-vida dos RNAs EN e EC mostraram-se
estatisticamente diferentes (teste KS, p<0,05) para os transcritos exodnicos e intrénicos e as
distribuicdes NE e EC foram estatisticamente diferentes apenas para 0s transcritos exonicos (teste KS,
p<0,05).

Para avaliar a presenca de categorias génicas com funcdes especificas entre os
MRNAs enriquecidos nos sub-compartimentos celulares foi investigado o enriquecimento de
termos de ontologia génica (GO), incluindo os dominios funcdo molecular, processo
bioldgico e componente celular dos mRNAs acumulados nas fragdo nuclear (3.033
transcritos; fold change >5) e citoplasmatica (56 transcritos; fold change >3) de células HeLa

(tabelas 10 e 11). Varios termos de GO mostraram-se representados significativamente
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(p<0,05) entre os transcritos enriquecidos no nucleo. Estes termos incluem processos
biolégicos como ciclo celular, mitose, processamento de mRNA, resposta a dano de DNA e
resposta celular ao estresse. Os transcritos exdnicos acumulados no citoplasma apresentaram
enriquecimento na categoria funcdo molecular, constituinte estrutural de ribossomo. Nenhuma
categoria de GO foi encontrada significativamente enriquecida para 0os ncRNAs intrénicos

enriquecidos no nucleo ou no citoplasma.

Tabela 10: Andlise de enriquecimento em categorias de ontologia génica (GO) de transcritos
exdnicos enriquecidos no nucleo.

Categoria Termo #degenes P-valor P-valor
corrigido*
GOTERM_CC_FAT GO0:0005654~nucleoplasm 249 <0,001 <0,001
GOTERM_CC_FAT GO0:0005730~nucleolus 176 <0,001 <0,001
GOTERM_CC_FAT GO0:0005856~cytoskeleton 310 <0,001 <0,003
GOTERM_MF _FAT GO0:0003723~RNA binding 179 <0,001 <0,001
GOTERM_CC_FAT (G0:0005813~centrosome 77 <0,001  <0,001
GOTERM_CC _FAT GO0:0005874~microtubule 77 <0,001  <0,007
GOTERM_MF_FAT (G0:0004386~helicase activity 58 <0,001  <0,001
GOTERM_BP_FAT  G0:0000280~nuclear division 66 <0,001  <0,002
GOTERM_BP_FAT G0:0007067~mitosis 66 <0,001  <0,002
GOTERM_CC_FAT (G0:0005819~spindle 60 <0,001  <0,001
GOTERM_BP_FAT GO0:0007049~cell cycle 205 <0,001 <0,002
GOTERM_BP_FAT G0:0048285~organelle fission 67 <0,001 <0,002
GOTERM_BP_FAT G0:0030163~protein catabolic process 170 <0,001 <0,003
GOTERM_BP_FAT GO0:0006259~DNA metabolic process 132 <0,001 <0,005
GOTERM_BP_FAT GO0:0033554~cellular response to stress 147 <0,001 <0,03
GO0:0006974~response to DNA damage <0,001 <0,03
GOTERM_BP_FAT  stimulus 107
GOTERM_MF_FAT GO0:0000166~nucleotide binding 504 <0,001  <0,003
GOTERM_MF_FAT GO0:0005524~ATP binding 357 <0,001  <0,05
GOTERM_BP_FAT G0:0016071~mRNA metabolic process 107 <0,001 <0,003
GOTERM_BP_FAT (G0:0006396~RNA processing 137 <0,001  <0,002
GOTERM_CC_FAT GO0:0005694~chromosome 123 <0,001 <0,001
G0:0010608~posttranscriptional regulation <0,001
GOTERM_BP_FAT  of gene expression 72 <0,002
GOTERM_BP_FAT (G0:0043039~tRNA aminoacylation 20 <0,001 <0,03
G0:0000775~chromosome, centromeric <0,001
GOTERM_CC_FAT region 36 <0,002
GOTERM_CC_FAT G0:0000793~condensed chromosome 37 <0,001 <0,03
GOTERM CC FAT G0:0000151~ubiquitin ligase complex 35 <0,002 <0,05

*P-valor corrigido para multiplo teste (Benjamini-Hocheberg).
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Tabela 11: Analise de enriquecimento em categorias de ontologia génica (GO) de transcritos
exdnicos enriquecidos no citoplasma.

Categoria Termo #degenes P-valor  P-valor
corrigido*

GOTERM_CC _FAT G0:0044429~mitochondrial part 9 <0,001 <0,006
GOTERM_CC FAT GO0:0070469~respiratory chain 4 <0,001 <0,009
GOTERM_CC _FAT GO0:0005739~mitochondrion 10 <0,004 <0,03
GOTERM_MF_FAT GO0:0003735~structural constituent of <0,001

ribosome 5 <0,02
GOTERM_CC FAT G0:0005840~ribosome 5 <0,001 <0,005

*P-valor corrigido para maltiplo teste (Benjamini-Hocheberg).
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5. DISCUSSAO

5.1 Meia-vida de ncRNAs intronicos e de mRNAs codificadores de proteinas

A estabilidade de um transcrito é determinada pelo equilibrio entre as suas taxas de
sintese e de degradagdo (Yang et al. 2003). A degradacdo do RNA, por sua vez, é um
componente importante na regulacdo génica, que participa do controle da concentragdo de
cada transcrito no estado estacionario (Sharova et al. 2009). Em humanos, estima-se que a
estabilidade seja responsavel pelo controle do nivel de mMRNA de 5-10% de todos os genes
(Bolognani and Perrone-Bizzozero 2008). Alteragdes no controle da estabilidade de muitos
mRNAs tém sido relacionadas a diversos estados patolégicos como céancer, respostas
inflamatorias cronicas e doengas coronarianas (Wilusz et al. 2001). Apesar da importancia da
taxa de degradacdo para determinacdo dos niveis funcionais de cada transcrito na célula,
pouco se sabe sobre a estabilidade dos RNAs ndo-codificadores de proteinas. Alguns poucos
estudos realizados até o momento estimaram a meia-vida de ncRNAs individualmente
(Wilusz et al. 2008; Redrup et al. 2009; Sunwoo et al. 2009). Nenhum trabalho descreveu
globalmente a estabilidade de ncRNAs, que possuem fungdes ainda pouco conhecidas na
célula. Com o intuito de avancar o conhecimento neste ambito ainda pouco explorado,
avaliamos a meia-vida de RNAs ndo-codificadores intrénicos em células Hela, utilizando um
oligoarranjo customizado.

Como controle, inicialmente, caracterizamos a meia-vida dos mRNAs representados
no oligoarranjo e para 0os quais ja existem relatos na literatura. A mediana da meia-vida
estimada para 0s MRNAs codificadores de proteinas foi de 3,1h, tempo relativamente curto
comparado com a mediana de 10h, estimada por um trabalho descrevendo anélise de meia-
vida em larga escala em células de carcinoma de figado humano, HepG2 (Yang et al. 2003).

A sobreposicao limitada entre 0s mMRNAs medidos neste trabalho com os mRNAs, cuja meia-
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vida foi estimada no estudo de Yan e colaboradores, pode explicar parcialmente as diferencas
observadas. Uma explicacdo alternativa para estas diferencas de meia-vida é que, apesar de
ambas as linhagens serem humanas, o tempo de duracdo do ciclo celular de cada uma é bem
distinto, 50h em HepG2 (Yang et al. 2003) e 14-16h em células HeLa (Whitfield et al. 2002).
Trabalhos na literatura ja descreveram a existéncia de uma relacéo proporcional entre a meia-
vida e o tempo de duracdo do ciclo celular (Cell Cycle Length- CCL), onde o tempo mediano
de meia-vida dos mRNAs expressos foi cerca de 20-25% do tempo de extensdo do ciclo
celular. Isto foi visto para varios organismos, incluindo células humanas (HepG2; mediana da
meia-vida= 10h, CCL= 50h) (Yang et al. 2003), Escherichia coli (mediana da meia-vida= 5
min, CCL= 20 min) (Bernstein et al. 2002), levedura (mediana da meia-vida= 20 min, CCL=
90 min) (Chen et al. 2002), e Arabidopsis thaliana (mediana da meia-vida= 3,8h, CCL= 19h)
(Narsai et al. 2007). Esta mesma relacdo também foi observada em nossa analise, onde a
mediana da meia-vida representou 19-22% do tempo de dura¢éo do ciclo celular de HeLa.
Comparando-se as taxas de decaimento medidas em nosso trabalho, em HelLa, com as
medidas obtidas por Yang e colaboradores, em HepG2, foi observado uma correlacéo
estatisticamente signicativa (r=0,52; p<0,001). Apesar dos experimentos terem sido realizados
com tipos celulares distintos, em laboratérios diferentes, tempos de tratamento com
actinomicina D diferentes e utilizando diferentes plataformas de microarranjo, observamos
uma correlacdo moderada entre as taxas de decaimento, demonstrando haver consisténcia
entre as medidas obtidas em ambas as linhagens celulares, apesar da discrepancia entre as
meias-vidas estimadas. Também foi observada uma correlacdo moderada e estatisticamente
significativa entre as taxas de decaimento em HeLa e células embrionéarias de camundongo,
MC1, (r=0,53; p<0,001), indicando haver uma conservacao entre as vias de degradacéo entre
especies de mamiferos, 0 que encontra-se em conformidade com o resultado observado por

Sharova e colaboradores (Sharova et al. 2009). O fato de ndo termos observado uma maior
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correlagdo ao compararmos as taxas de decaimento de HeLa com outra linhagem humana
(HepG2), frente a correlagcdo obtida entre HeLa e uma linhagem de camundongo, deve-se
possivelmente a diferenca entre 0 nimero de genes para os quais foi estimada uma taxa de
decaimento entre os dois trabalhos (5.245 genes em HepG2 e 19.977 genes em MC1). Apesar
de HelLa e HepG2 pertencerem a mesma espécie, a estimativa de meia-vida para ambos 0s
trabalhos foi realizada em plataformas diferentes e que ndo incluiam todos os genes humanos,
enquanto o trabalho usando MCL1 utilizou uma plataforma contendo o genoma completo de
camundongo, possibilitando uma maior sobreposicdo entre o numero de genes com medida de
meia-vida entre HeLa e MC1.

Os mRNAs detectados como menos estadveis na analise de meia-vida realizada,
apresentaram enriquecimento em categorias génicas relacionadas a regulacdo da transcricgéo,
ciclo celular, regulacdo da apoptose, entre outros. Outros trabalhos também observaram
enriquecimento de mRNASs menos estaveis em categorias semelhantes (Yang et al., 2003;
Narsai et al., 2007; Sharova et al., 2009; Friedel et al., 2009). Uma possivel interpretacdo para
este resultado é que um alto turnover do RNA possibilita alteragdes rapidas nas suas
concentragfes no estado estacionario, através de mudangas na taxa de transcricdo, o que é
importante para mMRNAs com funcdes regulatérias na célula (Yang et al. 2003; Friedel et al.
2009). Em contraste, mudancas nas taxas de transcricdo de mRNAs mais estaveis demoram
mais tempo para alterar os niveis totais do mRNA, e uma vez estabelecidas na célula,
persitem por mais tempo, o0 que é desejavel para mensagens que codificam proteinas que
participam em processos constitutivos da célula. Esta caracteristica poderia justificar a
observacao de enriquecimento de genes envolvidos com elongacéo da traducdo e proteinas
estruturais do ribosomo entre 0s mMRNAs com meia-vida mais longa. Este resultado também
foi amparado por descricdes prévias na literatura (Narsai et al. 2007; Friedel et al. 2009;

Sharova et al. 2009).
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De maneira interessante, a estabilidade observada para os transcritos intronicos, foi
maior do que a observada para os RNAs codificadores de proteinas. A mediana da meia-vida
calculada para os ncRNAs TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso foi, respectivamente,
4,2h, 3,4h e 3,9h, enquanto a mediana da meia-vida estimada para os RNAs codificadores de
proteinas foi de 3,1h. Para assegurar que os resultados obtidos ndo estivessem atrelados as
diferencas nas abundancias entre os transcritos, principalmente pelo fato de os ncRNAs
intrénicos serem menos abundantes que os MRNAs, adotamos um critério bastante rigoroso
na analise. Somente sondas com intensidade de sinal pelo menos 2 vezes maior que 0
background nas 20 réplicas técnicas da amostra referéncia foram mantidas na anélise,
previnindo, deste modo, a superestimacao da estabilidade de transcritos expressos em niveis
préximos ao background (Sharova et al. 2009). Além disso, comparamos também a
distribuicdo de meia-vida entre transcritos intrdnicos e exdnicos em uma mesma faixa de
intensidade. Ao comparar as distribuicfes da meia-vida de ncRNAs intrénicos e mRNAs, com
intensidade de sinal menor que 100 relativo ao tempo Oh de tratamento com actinomicina D,
continuamos obtendo o mesmo resultado, demonstrando assim, que a maior estabilidade
observada para os transcritos intrénicos ndo é um viés associado a sua menor abundancia.
Este resultado encontra-se de acordo com o trabalho de Sharova e colaboradores, que nédo
observaram correlagdo entre a estabilidade de mRNAs e seus niveis de expressdo em células
embrionarias de camundongo (Sharova et al. 2009).

Dentre os transcritos intronicos, os TIN senso apresentaram uma maior proporcao de
transcritos com meia-vida mais curta (<3h). A distribuicdo de meia-vida desta classe de
NcRNAS se sobrepds a das mensagens codificadoras de proteinas nos tempos menores que 3h,
0 que ndo ocorreu para os TIN e PIN antissenso. Entretanto, observamos também a existéncia,
nesta classe, de uma maior propor¢do de transcritos com meia-vida mais longa (>6h)

comparado aos mRNAs, o que contribuiu para que suas distribuicfes de meia-vida fossem
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estatisticamente diferentes (teste KS, p<0,001). Estes resultados parecem indicar que a classe
TIN senso é constituida por uma populacéo heterogénea de RNAS, o que poderia explicar as
diferencas observadas na distribuicdo de meia-vida em relacdo aos TIN e PIN antissenso.
Como estes transcritos tém a mesma orientacdo dos transcritos codificadores de proteina, é
possivel que parte destes RNAs, especialmente os que possuem meia-vida mais curta,
representem trechos de introns removidos pelo mecanismo de splicing ou ainda, fragmentos
de pré-mRNA. Embora tenhamos selecionado fracbes de RNA poliadenilado, utilizando
primers oligo dT para o preparo das amostras de CRNA que foram hibridizadas (vide item
3.10.2, figura 1), existe a possibilidade de que regibes ricas em adenina dentro de introns
tenham servido como sitios internos de anelamento, possibilitando a transcri¢do reversa destas
mensagens durante o preparo do cRNA (Furuno et al. 2006). Por outro lado, ja foi
documentado a existéncia de ncRNAs intrénicos com a mesma orientagdo do mMRNA expresso
no locus génico e que exercem uma funcdo na célula. Por exemplo, 0 ncRNA COLDAIR
(Cold Assisted Intronic Noncoding RNA), em Arabidopsis, € um ncRNA intrénico longo com
orientacdo senso, que promove a repressdo génica do mRNA codificador de proteinas FLC,
que € transcrito no mesmo locus, através do direcionamento do complexo PRC2 para a
cromatina do seu gene alvo (Heo and Sung 2011).

O conceito que introns recém-excisados acumulam-se em baixos niveis na célula,
porque sdo rapidamente degradados, € largamente difundido (Clement et al. 1999). Entretanto,
existem evidéncias da existéncia de RNAs intronicos, excisados de transcritos primarios de
mRNA (prée-mRNA), com especifica localizagdo sub-celular e meia-vida relativamente
significante, comparavel a meia-vida dos mRNAs c-Myc e c-Fos que possuem meia-vida
curta (Clement et al. 1999; Clement et al. 2001). Estas evidéncias corroboram a hipotese de
que ao menos uma fragao dos transcritos TIN senso com menor meia-vida possam representar

introns removidos do pré-mRNA pelo mecanismo de splicing e que sdo estabilizados na
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célula. Alternativamente, alguns dos transcritos TIN senso podem representar introns na
vizinhanca de exons especificos de isoformas alternativas de determinados prée-mRNAs que
ainda nédo sofreram splicing. Uma publicacdo recente, em cérebro fetal humano, mostrou que
isoformas génicas provenientes de splicing alternativo sdo mais lentamente processadas do
que isoformas génicas constitutivas (Ameur et al., 2011). Através de sequenciamento em larga
escala do transcriptoma, foi obtida uma cobertura de sequéncia significativamente maior em
introns mapeados na vizinhancga de exons especificos de isoformas alternativas, comparado a
introns na vizinhanca de exons de isoformas constitutivas (Ameur et al. 2011). De maneira
muito interessante, outro trabalho observou que, enquanto o splicing constitutivo ocorre co-
transcricionalmente no sitio de transcrigcdo, o que ja € um consenso, alguns processamentos de
splicing alternativo ocorrem pos-transcricionalmente na sub-estrutura nuclear speckles, onde
fatores de splicing e reguladores transcricionais estdo concentrados (Vargas et al. 2011). Estas
descobertas reforcam a possibilidade de que parte dos transcritos TIN senso possam
representar mensagens imaturas de mRNA, que ainda serdo destinadas ao processamento pos-
transcricional por splicing alternativo. Portanto, é necessario certa cautela ao considerar a
classe TIN senso como constituida exclusivamente por RNAs nédo-codificadores gerados a
partir de promotores independentes do mRNA no mesmo locus.

Cabe ainda ressaltar que, apesar das evidéncias obtidas de que os ncRNAs intronicos
apresentam certa estabilidade, ndo se pode desconsiderar que transcritos que sdo rapidamente
degradados possam ser estabilizados, sob determinadas circunstancias, para o desempenho de
alguma funcéo na célula. Como exemplo, um trabalho realizado com leveduras verificou que
RNAs antissenso expressos no locus PHO84 acumulam-se em células com mutagbes no
componente Rrp6 do exossomo ou durante o envelhecimento celular (Camblong et al. 2007).
Em condi¢Bes normais, estes RNAs antissenso sdo normalmente transcritos e prontamente

degradados, mas mediante a uma mudanca de condicao fisiologica séo estabilizados na célula
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e exercem sua funcdo de reprimir a expressao do gene PHO84, por direcionar a histona
deacetilase Hda 1 para o seu locus (Camblong et al. 2007).

Por fim, alguns trabalhos tém mostrado ncRNAs longos com importantes funcGes
bioldgicas que apresentam certo grau de estabilidade. MALATZ1, um ncRNA longo, envolvido
em varios tipos de canceres, retido em speckles nucleares e regulador de splicing alternativo
mostrou-se muito estavel, com uma meia-vida maior que 12h (Hutchinson et al. 2007; Wilusz
et al. 2008; Tripathi et al. 2010). RNAs ndo-codificadores longos como o Air, Xist e
Kcnglotl, com meia-vida estimada de 2,1h, 4,6h e 3,4h, respectivamente, tém sido associados
com regulacdo epigenética por promovem imprinting em sua vizinhanga genémica através do
recrutamento de complexos de silenciamento da cromatina (Seidl et al. 2006; Redrup et al.
2009). Os transcritos ndo-codificadores de proteina MEN epsilon e MEN beta sdo RNAs
estaveis, com meia-vida de 4h e 8h, respectivamente, e sdo essenciais para a integridade
estrutural da sub-estrutura nuclear paraspeckles (Sunwoo et al. 2009). A observacdo de que
ncRNAs intrdnicos possuem, em média, estabilidade igual ou superior a de mRNAs, contribui
para 0 argumento de que estes transcritos podem desempenhar fungdes importantes na célula
que ndo dependam de um répido turnover (Mattick 2003; Szymanski et al. 2003; Reis et al.

2004; Reis et al. 2005).

5.2 RNA Polimerase Il e a biogénese de ncRNAs intrénicos

Um trabalho prévio de nosso grupo, realizado em células de adenocarcinoma de
prostata LNCaP e com a mesma plataforma de oligoarranjo intron-exon usada neste estudo,
verificou que a maior parte dos transcritos intrénicos, que foi alterada apds o tratamento das
células com a-amanitina, apresentou uma diminui¢do significativa em sua abundancia,
indicando que sua transcricéo e realizada pela RNAP 11 (Nakaya et al., 2007). Uma vez que a

expressdo de ncRNAs é geralmente descrita como sendo altamente tecido-especifica
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(Kapranov et al. 2002; Ravasi et al. 2006; Nakaya et al. 2007; Sasaki et al. 2007; Mercer et al.
2008), neste trabalho revisitamos na linhagem HelLa o papel da RNAP Il na biogénese de
ncRNASs intrénicos. Foi observado que a totalidade dos transcritos intrénicos interrogados no
oligoarranjo teve sua abundancia significativamente diminuida apds tratamento das células
HeLa com a-amanitina (SAM, g-valor <0,05%).

Cerca de 60% das mensagens codificadoras de proteinas mostraram-se
significativamente diminuidas (SAM, g-valor <0,05%) apds a inibicdo da transcricdo mediada
pela a-amanitina, enquanto a fracdo restante, presumivelmente composta por mRNASs mais
estaveis, nao foi afetada. Uma fragdo menor de ncRNAs intronicos antissenso foi afetada pelo
tratamento com a-amanitina (TIN antissenso 34% e PIN antissenso 38%) frente a proporcéo
de mensagens codificadoras de proteinas afetada (60%). A observacdo de que transcritos TIN
e PIN antissenso tém uma maior proporcdo de RNAs com meia vida-longa quando
comparados aos mMRNAs codificadores de proteinas (vide item 5.1) sugere que, de forma
semelhante ao observado para mRNAs codificadores de proteina, a diferenca de sensibilidade
a a-amanitina seja explicada pela maior estabilidade destes RNAs.

Ao serem avaliadas apenas as proporcfes de transcritos intronicos antissenso e
exdnicos com meia-vida mais longa (maior ou igual a 3h) que foram significativamente
diminuidos (g-valor <0,05%) com o tratamento, a diferenga inicial observada entre as fracdes
de transcritos TIN e PIN antissenso e exonicos (TIN antissenso 34%, PIN antissenso 38%,
exonicos 60%) afetadas pela inibicdo da transcricdo torna-se bastante reduzida (TIN
antissenso 47%, PIN antissenso 40% e exdnicos 46%). Esta aproximacao das proporcdes de
transcritos intronicos antissenso ¢ de mRNAs afetados pela o-amanitina, ao comparar-se
apenas RNAs com meia-vida mais longa, corrobora a hipdtese de que os ncRNASs intrénicos

T

proteinas. Em concordancia com a premissa que o0s transcritos ndo afetados pelo tratamento
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com a-amanitina sdo mais estaveis, observamos que 0os mMRNAs e ncRNASs intronicos
antissenso nao-diferencialmente detectados apds o tratamento apresentaram meia-vida mais
longa que os diferencialmente detectados (KS, p<0,001). Essa observacdo corrobora, mais
uma vez, com a conjectura que os RNAs ndo afetados de maneira significativa pelo
tratamento com a-amanitina devem também ser transcritos pela RNAP II.

Os transcritos intronicos TIN senso mostraram uma resposta bem distinta ao
tratamento com o-amanitina em relacdo aos demais ncRNAs intronicos, o que foi evidenciado
por uma fracdo de transcritos com deteccdo diminuida equiparavel a dos mRNAs (57%). Este
resultado encontra-se em conformidade com a maior proporc¢éo de transcritos com meia-vida
curta observada nesta classe, frente as classes de ncRNAs intronicos antissenso (vide item
5.1). De maneira semelhante ao padrdo obtido para os mRNAs e transcritos intrdnicos
antissenso, verificamos que os NcCRNAs intrénicos TIN senso ndo-diferencialmente detectados
apresentaram meia-vida mais longa que os diferencialmente detectados (KS, p<0,001). Desta
forma, apesar de ser necessario cautela ao considerar todos os transcritos desta classe como
ncRNAs, visto que alguns destes RNAs podem constituir-se em pré-mRNAs ainda nédo
totalmente processados pela maquinaria de splicing (Ameur et al. 2011) (vide item 5.1), pode-
se dizer que estes transcritos com orientacdo senso foram afetados pela a-amanitina de
maneira similar aos mRNAs (exonicos 60%, TIN senso 57%, considerando-se todos oS
detectados; exonicos 46% e TIN senso 54%, considerando-se detectados com meia-vida
maior ou igual a 3h).

Os resultados obtidos através da inibigdo da RNAP II por a-amanitina demonstraram
que as trés classes de ncRNAs intrénicos, TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso foram
afetadas pelo tratamento com o inibidor de forma forma semelhante as mensagens
codificadoras de proteinas. Deste modo, sugerimos que, possivelmente, ndo apenas o0s

transcritos considerados como significativamente afetados pelo tratamento, mas uma fracéo
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maior, abrangendo boa parte dos ncRNAs intrénicos néo significativamente afetados, teriam
como enzima transcricional a RNAP 1.

Além dos experimentos de inibigdo com a-amanitina, foram também realizadas
analises informaticas para obter evidéncias adicionais do envolvimento da RNAP Il na
transcricdo de ncRNAs intronicos. O cruzamento das coordenadas gendmicas dos ncCRNAS
com as coordenadas de sitios de ligacdo de RNAP Il obtidos a partir de experimentos de
ChlP-seq (Rozowsky et al. 2009) revelou o enriquecimento significativo da polimerase na
vizinhanca dos transcritos intronicos que foram expressos em células HelLa (vide item 4.1).
Como a RNAP Il se acumula em regifes proximas aos promotores de genes ativos e inativos
(Brodsky et al. 2005; Kim et al. 2005; Guenther et al. 2007; Muse et al. 2007; Rahl et al.
2010; Jishage et al. 2012), estes dados também refor¢cam a nocéo de que transcritos intrénicos,
especialmente uma fracdo dos TIN com orientacdo senso, sejam originados a partir de
unidades transcricionais independentes. Em concordancia com estes resultados, duas analises
informéticas adicionais usando dados disponiveis no UCSC Genome Browser

(http://genome.ucsc.edu/), onde as coordenadas gendmicas dos ncRNAs foram cruzadas com

as coordenadas de tags de cap 5 (CAGE tags) e com coordenadas de regides de cromatina
apresentando H3K4me3, uma modificacdo de histona relacionada a promotores
transcrionalmente ativos, também mostraram enriquecimento destes dois elementos na
vizinhanga do inicio de transcri¢cdo conhecido para os nNcRNAs intrénicos expressos em HelLa.
A Unica excecdo foi a classe PIN antissenso, que ndo apresentou enriquecimento na marca
H3K4me3 em relacdo ao grupo controle. Contudo, pode-se sugerir que em conjunto estas
observagdes contribuem para o argumento de que os ncRNAS intrénicos antissenso e, ao
menos uma parte dos que possuem orientacdo senso, sejam transcritos pela RNAP I, a partir
de regides promotoras semelhantes as que controlam a transcricdo de mRNAs codificadores

de proteinas.
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Apesar destes resultados coletivamente apontarem para uma possivel biogénese dos
ncRNAs intronicos pela RNAP 11, ndo se pode excluir a possibilidade de que alguns destes
RNAs sejam transcritos por outras RNA polimerases. As trés RNA polimerases de eucariotos
podem ser diferenciadas através de suas diferentes sensibilidades a a-amanitina. A droga nao
afeta a atividade da RNAP I, inibe fortemente a RNAP Il e em altas concentracdes inibe a
RNAP 11l (Jacob et al. 1970; Kedinger et al. 1970; Lindell et al. 1970). Neste trabalho,
utilizamos a-amanitina na concentra¢do de 50ug/ml, considerando que nesta concentracdo a
droga tem efeito inibitdrio preferencialmente sobre a RNAP Il. No entanto, ha trabalhos que
descrevem que em concentracbes de a-amanitina que inibem seletivamente a RNA
Polimerase Il, um grupo especifico de genes da RNAP Ill tem sua transcricdo diminuida
(Listerman et al. 2007; Raha et al. 2010). Portanto, é possivel especular que alguns dos
ncRNAS intrénicos com abundancia diminuida apds o tratamento com oa-amanitina sejam

alvos transcricionais da RNAP I11, regulados indiretamente pela RNAP 1.

5.3 ncRNAs intronicos e a modificacédo cap 5

A presenca da modificacdo cap 5' é um forte indicio de um evento de iniciacdo
especifico, promovido pela RNAP Il (Kapranov 2009). Na maioria dos eucariotos, 0s
transcritos sintetizados pela RNAP Il sdo modificados co-transcricionalmente em sua
extremidade 5' pela adi¢do da estrutura 7-metil guanosina (cap 5") (Cougot et al. 2004). A
presenca de cap na extremidade 5' de ncRNAs tem sido reportada em uma série de
publicacdes (Carninci et al. 2005; Wyers et al. 2005; 2009; Guttman et al. 2009; Flynn et al.
2011), mas até o0 momento ainda n&o foi documentada sistematicamente em transcritos néo-
codificadores longos originados em regides intrénicas do genoma.

Visto que, boa parte dos ncRNAs intronicos expressos em células HelLa s&o transcritos

pela RNAP 1, realizamos experimentos para obter medidas experimentais diretas da presenca
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da modificacdo cap 5' nestes transcritos mediante ensaio de digestdo de RNA total com duas
enzimas, uma que remove o cap 5' (TAP) e outra que degrada RNAs com 5-monofosfato (5'-
Exo) seguido de hibridizacdo com oligoarranjo intron-exon. Considerando-se uma diminuicao
de pelo menos 50% na abundéncia do RNA da amostra tratada com TAP*/5'-Exo” em relacéo
a amostra tratada com TAP/5'-Exo” (vide item 4.4), como indicativo da presenca de cap 5',
observamos a presenca da modificacdo cap 5' em uma fracdo consideravel dos transcritos
intrénicos; pelo menos metade dos ncRNAs intrénicos antissenso detectados em nossa analise
apresentaram a modificacdo cap 5' (TIN 51% e PIN 65%). Visto que a totalidade dos mRNAs
sdo transcritos pela RNAP Il e possuem cap 5', chama a atencdo que tenhamos detectado a
presenca de cap 5° em apenas 59% dos mRNAs representados no oligoarranjo. Esse resultado
indica um limite de deteccdo de cap 5' na abordagem experimental utilizada e sugere que a
fracdo de ncRNAs intrénicos antissenso considerada como dotada de cap 5' esteja
subestimada.

De maneira intrigante, novamente, os transcritos TIN senso apresentaram uma
comportamento diferente dos demais ncRNAs intronicos, TIN e PIN antissenso (vide itens 5.1
e 5.2). Uma fragdo aproximadamente 2 vezes menor dos transcritos TIN senso apresentou a
modificacdo cap 5' (30%), comparada as classes de intrénicos antissenso (TIN 51% e PIN
65%) e também aos mMRNAs (59%). Como evidéncia adicional de que a classe TIN senso
deve ser composta por uma populacdo mais heterogénea de RNAs, verificou-se que, ao
contrario do que foi observado para os ncRNASs intrénicos antissenso e para os mRNAs, a
distribuicdo de meia-vida dos transcritos TIN senso, considerados com e sem cap 5', foi
significativamente diferente (KS, p<0,001). Os transcritos TIN senso com cap 5 mostraram
ter uma meia-vida mais longa que os sem cap 5. Como a estrutura cap 5 é um fator
importante na estabilidade de RNAs transcritos pela RNAP 11 (Cougot et al. 2004), o padrdo

de menor meia-vida verificada para os transcritos TIN senso considerados sem cap 5' €
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bastante plausivel. Consistente com esta no¢do, uma publicacao atual verificou que em células
mutantes de levedura que perderam a capacidade de remocdo da estrutura cap 5' pelas
proteinas DCP1 e DCP2, observa-se o acumulo de diversos ncRNAs longos (Geisler et al.
2012). Neste estudo, os autores verificaram que um destes ncRNAs, o GAL10, desempenha
um papel critico na manutencéo da repressao génica de genes indutiveis por galactose, no seu
préprio locus. Durante a auséncia deste sinal de ativacdo, o0 ncRNA GAL10 é estabilizado,
reprimindo a expressdo génica atraves de um mecanismo envolvendo deacetilacdo de histonas
(Geisler et al. 2012). Na presenca de galactose, a meia-vida deste ncRNA ¢ reduzida
drasticamente, através de uma via dependente da remoc¢do da estrutura cap 5, de modo a
permitir uma rapida ativacdo dos genes envolvidos no metabolismo da galactose (Geisler et
al. 2012). Portanto, a estrutura cap 5' € um fator importante na modulacdo da estabilidade
deste ncRNA.

Em conjunto, os dados gerados sugerem fortemente que a classe TIN senso seja
composta por RNAs com e sem cap 5'. Uma parte desta populacdo, com cap 5' e estabilizada
por peridos mais longos na célula, parece ser sintetizada pela RNAP 1l a partir de unidades
transcricionais independentes. Alternativamente, ndo se pode excluir a possibilidade de que
alguns transcritos TIN senso representem pré-mRNA destinados a splicing alternativo (vide
item 5.1), visto que o cap 5' é adicionado logo no inicio da transcricdo (Bentley 2005; Ameur
et al. 2011). Outra parte, sem cap 5' e com meia-vida mais curta, parece ser proveniente do
processo de splicing do pré-mRNA. Uma vez que esses transcritos TIN senso sem cap 5' e
com meia-vida mais curta se acumulam nas células e apresentam relativa estabilidade (3,2h),
é plausivel que este conjunto seja constituido por intron lariats que ndo sejam simples

intermediarios de degradacdo, mas que tenham adquirido alguma funcéo celular.
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5.4 Localizagao sub-celular de mRNAs e ncRNAs intronicos

Neste estudo, observou-se a existéncia de grandes diferengas no acimulo de RNAs
entre os compartimentos nucleo e citoplasma de células HeLa. Em concordancia com nosso
resultado, na literatura ja se encontra documentado que os niveis de RNA nuclear e
citoplasmatico sdo fracamente correlacionados e que existe um perfil de expressdo génica
bem distinto ao se comparar RNA nuclear e citoplasmatico (Schwanekamp et al. 2006; Trask
et al. 2009). A investigacdo da localizacdo sub-celular das mensagens codificadoras de
proteinas, para as quais existem sondas no oligoarranjo utilizado, revelou que, da fracdo de
68% considerada enriquecida em um dos compartimentos, a maior parte (98%) encontra-se
acumulada no ndcleo da célula. Uma vez que a tradugdo de mRNAs ocorre no citoplasma, ndo
esta totalmente claro a razdo da existéncia de um "pool” nuclear de mRNAs. Uma
possibilidade é que o sinal medido no oligoarranjo possa refletir mMRNAs imaturos. Essa
hipGtese € pouco provével, uma vez que foi utilizado um método que favorece a marcagéo de
mRNAs poliadenilados e esta modificacdo 3' ocorre pos-transcricionalmente (Bentley 2005).
Vaérios estudos apontam para a existéncia de RNAs poliadenilados estaveis enriquecidos no
ndcleo de mamiferos (Herman et al. 1976; Carter et al. 1991; Visa et al. 1993; Huang et al.
1994). Um trabalho mais recente, utilizando tiling arrays para examinar as sequéncias
transcritas de dez cromossomos, em oito linhagens diferentes, verificou que a quantidade total
de sequéncias poliadeniladas transcritas, detectadas exclusivamente no nucleo versus
citoplasma, foi respectivamente, 10% e 3%, e que 25% do RNA poliadenilado nuclear foi
associado com regides exdnicas bem anotadas (Cheng et al. 2005).

A existéncia de mecanismos de regulacdo da expressao génica envolvendo a retencéao
de RNAs poliadenilados no ndcleo poderia, pelo menos em parte, explicar o resultado
observado de que a grande maioria dos mRNAs diferencialmente acumulados entre o0s

compartimentos nucleo e citoplasma encontra-se enriquecida no nucleo da célula. O gene
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mCAT2 (Mouse Cationic Amino Acid Transporter 2), codifica dois RNAs diferentes atraves
do uso de promotores e sitios de poliadenilacdo alternativos (Prasanth et al. 2005). Um
mRNA de ~4,2kb que codifica para a proteina mCAT2, responsavel pelo transporte de
aminoéacidos cationicos, e um RNA de ~8kb, denominado CTN-RNA que € retido no ndcleo
da célula, nos paraspeckles (Prasanth et al. 2005). O mecanismo de retencdo envolve a
modificacdo do CTN-RNA através da edi¢do de residuos de adenosina a inosina (A—I ) na
sua regido 3’-UTR (discutido adiante) (Prasanth et al. 2005). Sob condi¢des de estresse, 0
CTN-RNA ¢ clivado pos-transcricionalmente na regiao 3’-UTR, eliminando o sinal de
retencdo nuclear e gerando um transcrito maduro contendo a regido codificadora do mMRNA
mCAT?2 e uma regido 5’-UTR exclusiva (Prasanth et al. 2005). Este RNA ¢é transportado para
o0 citoplasma, onde é traduzido na proteina mCAT2, que desempenha um importante papel em
resposta ao estresse (Prasanth et al. 2005). Deste modo, o acimulo de CTN-RNA no nucleo
propicia uma resposta rapida da célula ao estresse. De forma similar, Kay e colaboradores
observaram que o locus génico do fator estimulante de migracdo (MSF), que é uma isoforma
truncada da fibronectina oncofetal, produz dois diferentes transcritos através sitios
alternativos de poliadenilagdo, semelhante ao locus do mCAT2 (Kay et al. 2005). Os dois
transcritos tém a mesma regido codificadora e diferem apenas no comprimento de sua regido
3’-UTR. Uma isoforma tem 5,9kb e é enriquecida na fracdo nuclear, enquanto a outra tem
2,1kb e é enriquecida na fracdo citoplasmatica, onde codifica para a proteina MSF.
Fibroblastos fetais secretores de MSF tém niveis significantemente mais baixos do mRNA de
5,9kb no ndcleo e niveis mais altos do mMRNA de 2,1kb no citoplasma, que fibroblastos
adultos ndo secretores de MSF. Fibroblastos adultos, induzidos a secretar MSF através de
tratamento com o fator de crescimento transformante- B1, apresentam mudancas nos niveis
dos dois diferentes transcritos de MSF, de forma a apresentar um padrdo de expressdo

semelhante ao encontrado para os fibroblastos fetais secretores. Baseado nisto, foi sugerido
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que a expressao da proteina MSF é regulada pela clivagem da regido 3’-UTR do precursor de
5,9kb retido no nucleo. Estes dois exemplos constituem um mecanismo celular sofisticado
para a rapida producédo pos-transcricional de mRNAs citoplasmaticos, no qual um RNA capaz
de codificar para proteinas é estocado no nucleo até que haja indugdo de seu processamento e
transporte para o citoplasma para subsequente traducéo.

Neste contexto, € interessante destacar que foi observado um enriquecimento
significativo (teste Benjamini-Hocheberg, p<0,05) dos mMRNAs acumulados no ndcleo em
categorias de ontologia génica associadas a resposta ao estresse celular e dano de DNA. Este
dado nos possibilita sugerir que alguns dos MRNAs acumulados no ndcleo em células Hela,
também podem ter sua liberacéo para o citoplasma regulada mediante um estimulo externo de
estresse ou dano de DNA. Contudo, ainda s&o necessarios estudos detalhados dos mMRNAs
vistos como acumulados no nucleo para confirmar se 0 mecanismo de retencdo nuclear, de
fato, é responsavel por parte do enriquecimento nuclear observado para os transcritos
codificadores de proteinas.

Ha relatos na literatura que a hiper-edicdo de bases A—1I de regies UTRs leva a
retencdo de mRNAs dentro do nucleo, diminuindo assim a sintese da proteina por ele
codificada, através da prevencédo de seu transporte para o citoplasma, como é o caso do CTN-
RNA, citado anteriormente (Zhang and Carmichael 2001; Prasanth et al. 2005). Esta edicdo é
uma modificacdo pds-transcricional de RNAs, catalisada por enzimas da familia ADAR
(Adenosine Deaminases Acting on RNA) e ocorre principalmente em regifes nao-
codificadoras do RNA, tipicamente em repeti¢cbes Alu (Levanon et al. 2004; Eisenberg et al.
2005). Residuos multiplos de inosina no RNA editado interagem com proteinas presentes em
paraspeckles, p54™, PSF, matrin 3, PSP1, resultando na retencio do complexo
ribonucleoprotéico no nucleo (Zhang and Carmichael 2001; Prasanth et al. 2005). EdicOes

A—I podem ser detectadas comparando-se multiplas sequéncias transcritas de um mesmo
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gene, de forma que as adenosinas editadas sdo representadas como guanosinas nas sequéncias
de cDNA.

Em uma pesquisa de todos os transcritos humanos presentes no Genbank, Levanon e
colaboradores identificaram 1.637 genes com sitios de edicdo A—I e 92% destes sitios
editados foram associados com repeticdes Alu (Levanon et al. 2004). Comparando-se a lista
de transcritos exonicos enriquecidos no nucleo de células HeLa com a lista de genes
identificados no trabalho de Levanon, verificamos sobreposicdo de apenas 192 transcritos
(6% dos 3.366 transcritos exonicos enriquecidos no nicleo). E possivel que alguns mRNAs
identificados neste trabalho como enriquecidos no ndcleo possam representar isoformas
alternativas que ficam retidas neste compartimento a espera de um sinal molecular que
promova seu transporte para o citoplasma, onde codifica para traducdo de proteinas. Também,
ndo se pode excluir a possibilidade de que outros mRNAs presentes em nossa lista de
transcritos enriquecidos no nucleo também possam apresentar modificagdes A—I ainda nao
descritas.

De forma semelhante ao padrdo observado para 0s mMRNAs, os nCRNAs intronicos que
apresentaram enriquecimento em um dos compartimentos da célula, mostraram estar
enriquecidos no nacleo (TIN antissenso 99%, TIN senso 99% e PIN antissenso 97%) (vide
lista de ncRNAs enriquecidos no nucleo, anexo 1). J& foram descritos ncRNAs longos que
acumulam-se no nicleo e exercem importantes papéis na regulacdo transcricional,
remodelamento da cromatina e na arquitetura nuclear (Wilusz et al. 2009; Chen and
Carmichael 2010). A funcéo destes ncRNAs, muitas vezes, esta intimamente associada a sua
localizag&o especifica dentro do compartimento nuclear. E o caso, por exemplo, dos ncRNAs
MEN epsilon e MEN beta, que ao mesmo tempo que acumulam-se em paraspeckles, séo
responsaveis pelo estabelecimento e manutencdo desta sub-estrutura, de modo que sua

deplecéo resulta na desintegracdo de paraspeckles (Clemson et al. 2009; Sasaki et al. 2009;
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Sunwoo et al. 2009). Da mesma forma, MALAT1, um ncRNA acumulado em speckles, que é
uma sub-estrutura nuclear envolvida no armazenamento, modificacdo e montagem da
maquinaria de processamento de mRNA, modula o splicing alternativo atraves de sua
interacdo com fatores de splicing SR (Serine/Arginine) localizados em speckles (Tripathi et al.
2010). Também podemos citar os ncRNAs Xist e Kcnglotl, que estdo localizados na regido
perinucleolar durante a fase S do ciclo celular, e promovem o silenciamento da cromatina
(Zhang et al. 2007; Mohammad et al. 2008). Assim, conhecer a localizagdo sub-celular de um
ncRNA pode fornecer pistas importantes para avancar o conhecimento sobre sua possivel
funcdo biologica dentro da célula. Com esta expectativa, o plano de trabalho proposto para o
presente projeto de doutoramento tinha como objetivo inicial a identificacdo e caracterizacdo
de ncRNAs intronicos localizados em sub-regides especificas do nucleo, através de
hibridizacdo fluorescente in situ, RNA-FISH (RNA-Fluorescence In Situ Hybridization).
Foram selecionados vérios candidatos enriquecidos no ndcleo a partir das analises de
microarranjo e realizada investigacdo de sua localizagdo através de RNA-FISH. As tentativas
de localizac&o sub-celular de ncRNAs intronicos através de RNA-FISH resultaram, em geral,
na obtencdo de candidatos enriquecidos no ndcleo, mas distribuidos de maneira homogénea
pelo compartimento (vide anexo 2). N&o obtivemos sucesso em detectar ncCRNAS intronicos
localizados em foci discretos no nucleo, apesar de termos investido bastante tempo no estudo
da localizacao destes ncRNAs.

De maneira interessante, uma fragdo dos ncRNAs intrdnicos, sobretudo, da classe PIN
antissenso (3% do total dos RNAs enriquecidos em um dos compartimentos) apresentou
transcritos enriquecidos no citoplasma da célula (vide lista de ncRNAs intronicos
enriquecidos no citoplasma, anexo 1). Cheng e colaboradores também observaram a presenca
de transcritos intronicos no citoplasma (Cheng et al. 2005). Apesar de ainda escassas, ja

existem algumas documentacfes na literatura sobre funcOes citoplasmaticas atribuidas aos



122

ncRNAs. NRON (Noncoding Repressor of NFAT) é um ncRNA longo, integrante de um
complexo citoplasmatico, juntamente com a proteina IQGAP (IQ motif containing GTPase
activating protein) e proteinas quinases inibidoras de NFAT (Nuclear Factor of Activated T
cells), que é responsavel por manter NFAT em um estado latente (Sharma et al. 2011). NFAT
é um fator de transcricdo, que reside no citoplasma em uma forma altamente fosforilada. Sob
estimulo de célcio, é desfosforilado e transloca-se para o nucleo, onde promove a ativagdo
transcricional de genes alvos especificos. A deplecdo de NRON aumenta a desfosforilacdo de
NFAT e seu transporte para o nucleo, indicando que este NcCRNA tem um papel importante na
regulacdo do trafego de NFAT (Sharma et al. 2011).

Outra funcdo de ncRNAs no citoplasma esta associada ao recrutamento de proteinas
promotoras de decaimento de mMRNA. Gong e colaboradores identificaram varios ncRNAS
que se ligam na regido 3'-UTR de certos mMRNAs, através de pareamento imperfeito baseado
em repeticdes Alu, e verificaram que esta ligacdo resulta na degradacdo destes MRNAS via
Staufen-1 (STAU-1) mediated messenger RNA decay (SMD) (Gong and Maquat 2011). O
mecanismo de degradacdo de mRNAs traducionalmente ativos por SMD envolve a ligacédo da
regido 3'-UTR do mRNA alvo pela proteina STAU1L, que se liga a RNAs dupla fita. Desta
forma, o ncRNA, ao se ligar a regido 3' UTR do mRNA, facilita a formacgdo de um sitio de
ligagdo para a proteina STAUL, o que desencadeia o processo de degradacdo do mRNA
(Gong and Maquat 2011). O grupo observou também que um ncRNA, individualmente, pode
induzir a degradacédo de varios mMRNASs alvos de SMD e, que distintos ncRNAs podem induzir
a degradacio de um mesmo alvo. A luz destas descobertas, a observacio de ncRNAs
intrénicos no citoplasma torna-se bastante atraente e abre a perspectiva de que estes
transcritos possam exercer fungdes regulatdrias fora do nacleo. Apesar de uma fracdo pequena
destes RNAs (2% do total de transcritos intrénicos enriquecidos em um dos compartimentos)

ter apresentado enriquecimento citoplasmatico, menos de 50% destes transcritos (TIN
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antissenso 17%, TIN senso 46% e PIN antissenso 32%) apresentou enriquecimento em um
dos compartimentos, indicando que foram detectados tanto no ndcleo quanto no citoplasma, o
que é intrigante e sugere que estes RNAs embora nao codifiquem para proteina, sejam
exportados para o citoplasma para exercer alguma funcao bioldgica.

O fendmeno de retencdo nuclear esta limitado a um numero restrito de RNAs e o
enriquecimento de um RNA em um compartimento celular especifico, nucleo/citoplasma, €
principalmente o resultado do balanco entre mecanismos regulatérios mais gerais. O RNA é
transcrito no nucleo, onde se acumula no estado estacionario, que é uma funcdo complexa
resultante das taxas de sintese, processamento, degradacdo e/ou transporte para o citoplasma
(Moore 2002; Orphanides and Reinberg 2002). Para os RNAs que sdo transportados para o
citoplasma, 0 RNA acumula-se no estado estaciondrio, de acordo com as taxas de exportacdo
do nucleo, de traducéo nos polissomos, no caso de mMRNAS, e de degradacdo (Orphanides and
Reinberg 2002). Portanto, o enriquecimento de mRNAs e ncRNAs intrénicos no nucleo
relativo ao citoplasma, sugere que a taxa de sintese destes transcritos seja relativamente alta e,
reciprocamente, sua taxa de liberacdo para o citosol seja baixa e/ou sua taxa de degradacéo no
citoplasma seja alta. Da mesma forma, o enriquecimento de transcritos no citoplasma relativo
ao nucleo sugere que a estabilidade destes transcritos seja relativamente alta e que suas taxas
de transcricdo sejam baixas. Um trabalho antigo, utilizando experimentos de pulse-chase, em
linfocitos, relatou que, pelo menos, 50% dos RNAs citoplasmaticos poliadenilados tém meia-
vida muito curta (menos de 17 minutos), enquanto o remanescente € altamente estavel (meia-
vida maior que 24h) (Berger and Cooper 1975). Esse encontro pode justificar, pelo menos em
parte, o fato de termos detectado poucos RNAs enriquecidos no citoplasma, sugerindo que a
taxa de decaimento de muitos RNAs no citoplasma é alta, fazendo com que, no estado
estacionario, estejam mais acumulados no nucleo. Em conformidade com esta hipotese, ao

compararmos a meia-vida dos ncRNAs intronicos e dos mRNAs considerados enriquecidos
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no nacleo ou no citoplasma, verificamos que os transcritos enriquecidos no citoplasma
apresentaram meia-vida significativamente maior (teste KS, p<0,05) que os transcritos
enriquecidos no nucleo. Reforcando esta idéia, o0s mMRNAs acumulados no citoplasma
apresentaram enriquecimento estatisticamente significativo (teste Benjamini-Hocheberg,
p<0,05) na categoria de GO associada a funcdo molecular de constituinte estrutural de
ribossomo, que por sua vez, também mostrou-se enriquecida entre os transcritos com meia-
vida mais longa (vide item 5.1). De acordo com estas observacOes, € possivel sugerir que 0s
transcritos detectados como enriquecidos no citoplasma representem a fracdo de RNAs mais

estaveis observados por Berger e colaboradores.
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Os resultados obtidos nas anélises de meia-vida, tratamento com a-amanitina para

verificagdo de presenga de RNAP I, tratamento com as enzimas TAP e 5-Exo para

verificacdo da presenca de cap 5' e distribuicdo sub-celular ndcleo e citoplasma estéo

sumarizados na tabela 12. As inferéncias obtidas através destes estudos estdo descritas nos

itens abaixo, juntamente com as conclusdes quanto aos dados de expressdo dos transcritos

intronicos e exdnicos em células HelLa e as anélises bioinformaéticas realizadas.

Tabela 12: Ndmero de transcritos intrénicos e ex6nicos com meia-vida maior, igual ou menor
gue 3h; detectados como transcritos pela RNAP Il; portadores de cap 5'; enriguecidos no
ndcleo; no citoplasma ou igualmente distribuidos no nucleo e no citoplasma. Entre parénteses esta
indicada a porcentagem do total de transcritos detectados.

Classe do Meia-vida Meia-vida | RNAP Il Cap5' | Nucleo Citoplasma Igualmente
transcrito >3h <3h distribuidos
Exonicos 3.069 2.411 1.358 4.289 | 3.366 56 1.580

(56%) (44%) (46%) (59%) | (67%) (1%) (32%)
TIN 305 26 136 989 128 1 626
antissenso (92%) (8%) (47%) (51%) | (17%) (0,1%) (83%)
TINsenso 409 237 206 865 561 5 655

(63%) (37%) (54%) (30%) | (46%) (0,4%) (54%)
PIN 319 52 118 1.807 | 377 13 834
antissenso  (86%) (14%) (40%) (65%) | (31%) (1%) (68%)

e ncRNAs intrdnicos sdo expressos em niveis

mRNAs codificadores de proteinas.

menores na célula comparados aos

e Do total de ncRNAs intrénicos expressos em loci que também produzem mRNAs, a

maior parte (62%) apresentou correlacdo significativa, positiva ou negativa, com a

abundéncia do mRNA, sugerindo que ao menos uma fracdo destes ncRNAs exerca

uma funcdo em cis na modulagdo da transcricdo ou da estabilidade do mRNA

codificador de proteina.

e Uma fracdo (10%) de ncRNAs intrdnicos ndo apresentou expressdo concomitante com

0 mRNA codificador de proteina do locus correspondente, 0 que sugere que a

expressao destes transcritos seja independente do mRNA codificador.
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Os ncRNAs intrénicos, TIN antissenso, TIN senso e PIN antissenso foram afetados
pelo tratamento com o inibidor transcricional a-amanitina na mesma proporgéo que
mRNAs codificadores de proteinas, o que sugere que esta classe diversificada de
RNAs ndo-codificadores seja predominantemente transcrita pela RNAP 1.

Uma proporgao semelhante de ncRNAs intronicos antissenso e mRNAs foi afetada
pelo tratamento com enzimas que removem o cap 5 e degradam RNAs com
extremidade 5 monofosfato, indicando que estes transcritos sdo predominantemente
dotados da modificacdo co-transcricional 5' cap.

Foi detectada a presenca de cap 5' em uma proporcdo menor de transcritos intrénicos
TIN senso (30%). Este resultado indica que, embora devam existir transcritos TIN
senso gerados a partir de unidades transcricionais independentes, esta classe também
deve incluir intron lariats removidos do pré-mRNA através do splicing, que se
acumulam na célula durante tempo suficiente que permita sua deteccao.

Anélises bioinformaticas utilizando dados publicos mostraram o enriquecimento
significativo de i) sitios de ligacdo de RNAP II, ii) CAGE tags e de iii) marcas de
cromatina associadas a regibes promotoras ativas (H3K4me3) na vizinhanca a
montante dos transcritos intrénicos expressos em células HeLa. Os resultados obtidos
indicam que esta classe de RNAs é predominantemente transcrita pela RNAP 1l a
partir de regides promotoras semelhantes as que controlam a transcricdo de mRNAS
codificadores de proteinas.

Esta € a primeira vez que € realizada uma analise de meia-vida em larga escala de um
conjunto de RNAs longos sem potencial para codificar proteinas. Os ncRNASs
intrénicos mostraram ser mais estaveis (TIN antissenso=4,2h; TIN senso=3,4h; PIN
antissenso=3,9h) que os RNAs codificadores de proteinas (3,1h) representados no

oligoarranjo intron-exon. O acumulo de ncRNAs intrénicos no estado estacionrio
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corrobora com a idéia de que estes transcritos possam desempenhar funcdes relevantes
na biologia da célula.

Os transcritos TIN senso apresentaram uma maior proporcao de transcritos com meia-
vida mais curta em relacdo aos demais ncRNAs intrénicos analisados (TIN e PIN
antissenso), semelhante a de mRNAs codificadores. Esta classe apresenta uma maior
amplitude de valores de meia-vida, o que reforca a idéia de que compreenda
transcritos com diferentes naturezas: intron lariats, pre-mRNAs e ncRNASs transcritos
de forma independente do mRNA.

Dentre os ncRNAs intrénicos interrogados nas andlises de fracionamento sub-celular,
uma fracdo consideravel, maior que 50%, mostrou-se igualmente distribuida entre o
nucleo e citoplasma. Estes dados indicam que estes RNAs, embora ndo codifiqguem
para proteina, sdo exportados para o citoplasma, podendo exercer alguma funcdo
bioldgica neste compartimento.

Quase a totalidade dos mMRNAs codificadores de proteinas e ncRNAS intrénicos que
apresentou enriquecimento em um dos compartimentos, nucleo ou citoplasma,
mostrou-se enriquecida no nucleo (98%). Este resultado pode refletir uma alta taxa de
sintese destes transcritos relativamente a taxa de transporte para o citosol, e/ou uma
alta taxa de degradacdo dos RNAs no citoplasma. Alternativamente, é plausivel que
um pequeno ndmero de mMRNAs e ncRNAs intronicos identificados como
enriquecidos no nucleo sejam ativamente retidos através de mecanismos poés-

transcricionais (ex. edigédo de RNA).
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8. ANEXOS

Anexo 1 - ncRNAs intrénicos enriquecidos no ndcleo e no citoplasma de células
HeLa.

Anexo 2 - RNA-FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)

Clonagem das sondas de RNA-FISH

Apo6s amplificacdo dos transcritos de interesse por PCR, o produto da reagdo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,7% contendo brometo de etideo 0,5 pg/mL em
tampdo TAE (Tris-Acetato 40mM, EDTA 1mM). O produto da reacdo 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 dialise por 2 horas utilizando-se uma
membrana VS de 0,025um (Millipore) para a remocao dos sais da reacdo. A reacdo dialisada
foi utilizada para a transformacdo de células competentes de Escherichia coli, cepa DH10B
(Invitrogen), através de eletroporacdo. Imediatamente apés a eletroporacdo, 400uL de meio
SOC (bacto-triptona 20 mg/ml, extrato de levedura 5mg/ml, NaCl 0,584mg/ml, KCI
0,186mg/ml, MgCI2 10mM, MgSO4 10mM, glicose 20mM, pH 7,0) foram adicionados as
células, que foram incubadas a 37 °C por 1h. Posteriormente, as bactérias foram semeadas em
meio LB-agar (peptona de caseina 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, &gar
bacterioldgico 1,4%, pH 7,0) contendo ampicilina (10 mg/mL), X-Gal 20mg/ml (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside) e  IPTG  20mg/ml  (Isopropyl  p-D-1-



thiogalactopyranoside) e mantidas a 37 °C, overnight. As colbnias selecionadas foram
coletadas e inoculadas em 5mL de meio LB liquido com ampicilina (10 mg/mL) a 37 °C,
overnight, com agitacdo constante. A extracdo 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 Optica a 260 nm e sua pureza foi atestada pela razéo
260/280nm. As medidas foram realizadas no espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Scientific). As construcdes foram utilizadas para a preparacdo de sondas do RNA-FISH

através da reacao de nick-translation, como descrito a seguir.

Preparo das sondas e deteccdo de ncRNAs através de RNA-FISH

Os experimentos de hibridizagdo in situ fluorescente (RNA-Fluorescent In Situ
Hybridization) foram baseados nos protocolos descritos e estabelecidos no laboratério do Dr.
David L. Spector (Lamond and Spector 2003; Prasanth et al. 2005). As sondas de cDNA
foram produzidas por reacdo de nick-translation, segundo protocolo do fabricante (Nick
Translation Kit; Abbot Molecular), na presenca de 0,01mM do anéalogo fluorescente de dUTP
(dUTP-Texas Red; Abbot Molecular), utilizando os transcritos clonados em vetor pGEM,
como descrito no item anterior.

Células HeLa com ~70% de confluéncia foram crescidas em laminulas e fixadas em
solucdo de PBS pH 7.4 contendo 4% formaldeido por 15 min a temperatura ambiente. Apos 3
lavagens em PBS (10 minutos cada) com agitacdo, as células foram permeabilizadas em gelo
através de incubacéo por 10 minutos em PBS contendo 0.5% Triton-X100 (Sigma) e 10mM
inibidor de RNAses VRC (Vanadyl Ribonucleoside Complexes; New England Biolabs). As
células permeabilizadas foram lavadas 3 vezes em PBS (10 minutos cada) sob agitacdo, e
saturadas em 2X SSC (NaCl 0,3M e citrato de sodio 0,03 M) por 10 minutos. Em seguida, as

laminulas foram incubadas com 2ug de sonda de cDNA fluorescente em 20 ul de tampéo de



hibridiza¢do (1 pg/ml tRNA de E. coli, 2X SSC, 10% dextran sulfato) por 16h a 37 °C, em
uma camara Umida. Apés a hibridizacdo, as laminulas foram submetidas a lavagens
sucessivas com 2X SSC/50% formamida a 37 °C (5 minutos), 2X SSC (5 minutos) e 1X SSC
(5 min) e, posteriormente, incubadas em solucdo de 4X SSC contendo o corante de DNA
DAPI (Diamino-Phenol-Indol, Invitrogen). As laminulas foram montadas em laminas para
microscopia com meio de montagem para fluorescéncia (Vectashield). As imagens foram
obtidas através de microscopia de fluorescéncia em um microscopio invertido (TE 300

NIKON) e estdo apresentadas nas figuras abaixo.
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Controles utilizados nos experimentos de localiza¢do sub-celular de ncRNAs nucleares através
de RNA-FISH. Imagem de fluorescéncia com aumento de 630 X. Células HelLa foram hibridizadas
com sondas de cDNA fluorescentes marcadas com Texas Red (vermelho) complementares aos
transcritos MALAT-1/NEAT?2 (painel superior) e NEAT1 (painel central). Nota-se a distribuicdo
desses RNAs em foci nucleares discretos, que ja foi mostrado na literaura corresponder a speckles
(MALAT-1/NEAT2) ou paraspeckles (NEAT1) nucleares. Como controle negativo foi utilizada uma
sonda fluorescente complementar ao vetor de clonagem vazio (pGEM) (painel inferior). O DNA
nuclear foi corado com DAPI (azul), permitindo a sobreposi¢cdo das imagens nos painéis a direita
(“merge”).
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NcRNAs intronicos com localizacdo predominantemente nuclear observados atraves de RNA-
FISH. Imagem de fluorescéncia com aumento de 630 X. Células HeLa foram hibridizadas com
sondas de cDNA fluorescentes marcadas com Texas Red (vermelho) complementares aos transcritos
intrénicos HDACG6 (painel superior), ACTN4 (painel central) e ADD3 (painel inferior). Nota-se a
localizagdo predominante dos transcritos no nicleo da célula, dispersos de forma homogénea pelo
compartimento nuclear. O DNA nuclear foi corado com DAPI (azul), permitindo a sobreposicao das
imagens nos painéis a direita (“merge”).

Anexo 3 - Sumula Curricular



