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RESUMO

Amaral, M.S. Identificagdo de RNAs longos nédo-codificadores de proteinas regulados por
micro-RNAs. 2013. 147p. Tese de Doutorado - Programa de Po6s-Graduacdo em Bioquimica.

Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo.

Estudos recentes tém revelado que a maior parte dos transcritos gerados em células
humanas é composta por RNAs ndo-codificadores de proteinas (ncCRNAs). Uma parte desses
ncRNAs compreende a classe de RNAs curtos, que possuem menos que 200 nucleotideos. Os
micro-RNAs (miRNAs) fazem parte dessa classe e tém sido alvo de grande interesse, pois séo
preditos como possiveis reguladores de mais de 60% dos RNAs mensageiros (MRNAS) humanos.
Outra classe dos ncRNAs é composta por ncRNAs longos (IncRNAs, com mais de 200
nucleotideos), que sdo transcritos a partir de regides intergénicas e intrénicas do genoma humano
e possuem varias fungbes, muitas delas relacionadas ao controle da expressdao de mRNAS.
Recentemente, os INCRNAs tém sido caracterizados quanto a sua estrutura e fun¢do. No entanto,
muito pouco se sabe sobre 0os mecanismos pelos quais 0s INCRNAs séo regulados. Este trabalho
teve como objetivo avaliar se INcRNAs sdo regulados por miRNAs em células humanas. Para tanto,
identificamos IncRNAs ligados ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) em
células da linhagem HeLa, utilizando um método aqui desenvolvido de geracdo de bibliotecas de
cDNA direcionadas para sequenciamento em larga escala na plataforma 454/Roche. Em paralelo,
sequenciamos 0s MiRNAs ligados ao RISC nestas mesmas células. Os resultados obtidos mostram
que centenas de INcRNAs de diversas classes se ligam ao RISC em células HeLa, juntamente com
milhares de mMRNAs e vérias centenas de miRNAs. Entre os miRNAS, encontramos 37 que sdo
preditos como alvejando os INCRNAS detectados. Estes miRNAS constituem possiveis reguladores
dos IncRNAs e, portanto, nosso trabalho estabelece um mapa experimental de interagdes diretas
entre INCRNAs e miRNAs. Dentre os IncRNAs identificados ligados ao RISC neste trabalho,
destaca-se 0 TUGI1, lincRNA sabidamente envolvido na regulacdo de genes relacionados a
apoptose e ao ciclo celular. Mostramos por ensaio de super-expressao de miRNAs e gPCR que
TUGL é regulado pelo miRNA-148b, um dos miRNAs por nés detectados que possui um sitio alvo

altamente conservado em mamiferos localizado na extremidade 3” de TUGL. Em conjunto, este



trabalho contribui para o entendimento da regulacdo dos niveis de expressdao de IncRNAs em
celulas humanas e abre perspectivas para a modulacdo de miRNAs como estratégia de regulacdo
dos niveis e das funcdes de INcCRNAs.

Palavras-chave: RNAs longos ndo-codificadores, micro-RNAs, regulacdo da expressao génica,

RNA-Seq fita-especifico.



ABSTRACT

Amaral, M.S. Identification of long non-protein coding RNAs regulated by micro-RNAs. 2013.
147p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo.

Recent studies have revealed that the largest fraction of the transcripts generated in human
cells is composed of non-protein coding RNAs (ncRNAS). A portion of these RNAs encompasses
the class of short RNAs, which are less than 200 nucleotides in length. Micro-RNAs (miRNAS) are
part of this class and are of great interest, as they are predicted to target over 60% of the human
messenger RNAs (MRNAs). Another class of ncRNAs is composed of long ncRNAs (IncRNAs,
longer than 200 nucleotides), which are transcribed from intergenic and intronic regions of the
human genome and have several functions, many of them related to the control of the mRNA
expression. Recently, the structure and function of IncRNAs have been characterized. However,
little is known about the mechanisms involved in InNcRNA regulation. This work aimed to evaluate
whether IncRNAs are regulated by miRNAs in human cells. For this purpose, we identified
IncRNAs bound to the RNA-induced silencing complex (RISC) in HeLa cells using a method
developed here for the generation of strand-specific cDNA libraries for large scale RNA-
sequencing in the 454/Roche plataform. In parallel, we sequenced the miRNAs bound to RISC in
these cells. Our results show that hundreds of IncRNAs from diverse classes are bound to RISC in
HeLa cells, along with thousands of mMRNAs and several hundred miRNAs. Among the miRNAs
we identified 37 that are predicted to target the detected INCRNAs. These miRNAs are possible
regulators of the IncRNAs, and therefore our work establishes an experimental map of direct
interactions between INcCRNAs and miRNAs. The IncRNA TUG1, a lincRNA involved in the
regulation of genes related to apoptosis and cell cycle, was identified among the IncRNAs bound
to RISC. We showed by miRNA over-expression and qPCR that TUG-1 is regulated by the
miRNA-148b, which is one of the miRNAs detected in our sequencings and has a binding site
highly conserved in mammals located at the TUG1 3" end. Taken together, our results contribute
to the understanding of the regulation of the INCRNA expression levels in human cells and open
perspectives for the modulation of miRNASs as a strategy to regulate the levels and functions of
INCRNAs.



Keywords: Long non-coding RNAs, micro-RNAs, regulation of gene expression, strand-specific
RNA-Seq.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
5-AZA: 5-Aza-2-deoxicitidina
Ago2: Argonauta?
ARE: AU-Rich Element
aRNAs: RNAs amplificados
Cap-5": 7-metilguanosina na extremidade 5' de RNAs
cDNA: DNA complementar
Ct: Cycle Threshold
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetilsulfoxido
DNA: Deoxyribonucleic Acid
DNMT: DNA-metiltransferase
dscDNA: double-stranded cDNA
emPCR: PCR em emulséo
ENCODE: Encyclopedia of DNA Elements
ESTs: Expressed Sequence Tags
FANTOM: Functional Annotation of Mouse
H3K4me3: trimetilacdo da lisina 4 da histona 3
H3K36me3: trimetilacdo da lisina 36 da histona 3
HOTAIR: Hox Transcript Antisense RNA
IgG: Imunoglobulina G
Kb: kilobases

lincRNA: ncRNA longo intergénico



IncRNA: RNA longo néo-codificador de proteina
MALAT-1: Metastasis-Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1
mMIiRNA: micro-RNA

MRNA: RNA mensageiro

ncRNA: RNA néo-codificador de proteina

nt: Nucleotideos

PCR: Polymerase Chain Reaction

piRNAS: piwi-interacting RNA

PRC2: Polycomb Repressive Complex 2

gPCR: PCR quantitativo

RIN: RNA Integrity Number

RIP: RNA-binding protein immunoprecipitation
RISC: RNA-Induced Silencing Complex

RNAP 1I: RNA polimerase Il

RNA-Seq: Sequenciamento em larga escala de RNA
RNP: Ribonucleoproteina

RPKM: Reads per kilobase of exon model per million mapped reads
rRNA: RNA ribossomal

RT: Reverse Transcription

snoRNA: small nucleolar RNA

snRNA: small nuclear RNA

sscDNA: single-stranded cDNA

tRNA: RNA transportador

TUGL: Taurine upregulated gene 1

UTR: untranslated region
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1. INTRODUCAO
1.1 A complexidade do transcritoma de eucariotos

O desenvolvimento de novas tecnologias nos campos da gendmica e transcritbmica nas
ultimas décadas tem permitido o aprofundamento do estudo do perfil transcricional de diversos
organismos. O estudo do transcritoma de varios eucariotos, por exemplo, tem revelado que a maior
parte do genoma desses organismos é transcrita, mas ndo possui evidéncia de ser traduzida em
proteinas (Carninci et al., 2005; David et al., 2006; Birney et al., 2007; Gerstein et al., 2010; Roy
et al., 2010; Banfai et al., 2012; Derrien et al., 2012; Djebali et al., 2012).

Esse entendimento de que a maior parte dos genomas de eucariotos é transcrita refinou o
conceito de dogma central da biologia molecular, inicialmente proposto por Francis Crick em 1958
(Crick, 1958). De acordo com o dogma inicial, o fluxo da informacdo genética se daria
essencialmente do DNA para o RNA e do RNA para proteinas (Crick, 1958). Nesse contexto, pelo
fato das proteinas desempenharem papéis cruciais em praticamente todos os processos celulares, o
RNA era visto principalmente como uma molécula intermediaria (0 RNA mensageiro, ou mRNA)
que levaria a informacao para a sintese de proteinas, enquanto as func@es estruturais, cataliticas e
regulatdrias seriam desempenhadas primordialmente por proteinas.

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular nas décadas de 1960 e 1970,
passou-se a considerar que outras formas de transferéncia de informacao entre moléculas bioldgicas
eram possiveis (Crick, 1970), tais como de RNA para DNA e mesmo entre proteinas (Gibbons e
Hunter, 1967). Além disso, os papéis de outros RNAs, além do mRNA, passaram a ser mais bem
definidos, tais como RNAs transportadores (tRNAs), RNAs ribossomais (rRNAs) e pequenos
RNAs nucleares e nucleolares (small nuclear RNAs, sSnRNAs e small nucleolar RNAs, snoRNAS),

que exercem fungdes estruturais e cataliticas no processamento do mRNA ou na traducéo proteica
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(Holley et al., 1965; Lerner e Steitz, 1979). Apesar da evolugdo na compreensao das funcdes
desempenhadas pelos RNAs na célula, o papel funcional dos RNAs como produto dos genes
permaneceu por muito tempo focado na producéo de proteinas, com algumas poucas excecgoes.

Assim, foi principalmente nas Gltimas duas décadas que o estudo dos transcritomas de
eucariotos comegou a revelar que existe uma grande quantidade e diversidade de RNAs sendo
transcrita nas células, o que aumenta consideravelmente a complexidade da transcri¢do eucaridtica.
As analises dos transcritomas de Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, levedura e
camundongo, por exemplo, mostraram que pelo menos 70% do genoma desses organismos sdo
transcritos (Carninci et al., 2005; David et al., 2006; Amaral e Mattick, 2008; Gerstein et al., 2010;
Roy et al., 2010). A maioria dos RNAs que sdo transcritos nao sdo traduzidos em proteinas e sao
denominados RNAs ndo-codificadores de proteinas (ncCRNASs). Esses ncRNAs tém sido
classificados, para efeito de sistematizacdo, em funcdo do seu tamanho: ncRNAs longos
(IncRNAs), quando maiores que 200 nucleotideos (nt), ou ncRNAs curtos, quando menores que
200 nt (Clark e Mattick, 2011).

Entre os IncRNAs, incluem-se RNAs que possuem de 200 até varios milhares de
nucleotideos, com ou sem splicing (Rinn e Chang, 2012; Kung et al., 2013; Ma et al., 2013). Entre
0s ncRNAs curtos (< 200 nt), estdo incluidos os micro-RNAs (miRNAs), snRNAs, snoRNAS, piwi-
interacting RNAs (piRNAs), pequenos RNAs associados a regibes promotoras, entre outros
(Girard et al., 2006; Carthew e Sontheimer, 2009; Fejes-Toth et al., 2009; Taft et al., 2009). Os
INcRNAs e miRNAs serdo abordados em detalhes nas proximas secdes. Acredita-se que esses
ncRNAs desempenhem papéis importantes na regulacdo da expressdo génica transcricional e pos-
transcricional, contribuindo para o desenvolvimento, para a diversificagdo das funcdes de
organismos superiores e até mesmo para a sofisticacdo da regulacdo dos processos cognitivos

(Mattick, 2011; Sabin et al., 2013).
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Nesse contexto, analises de genomas de diversos organismos revelaram que a diversidade
bioldgica de organismos mais complexos nédo esta relacionada diretamente a quantidade de genes
codificadores de proteinas (Taft et al., 2007). Estima-se, por exemplo, que o nimero de genes
codificadores de proteinas para eucariotos recentes mais complexos, como humanos e
camundongo, é de cerca de 20.000-25.000 (Waterston et al., 2002; Collins et al., 2004). Essa
quantidade de genes codificadores de proteinas € bem proxima do nimero de genes de eucariotos
ancestrais menos complexos como Drosophila e C. elegans, que possuem cerca de 15.000 e 20.000
genes codificadores de proteinas, respectivamente (Consortium, 1998; Adams et al., 2000).

Certamente, a maior complexidade do transcritoma eucariotico responde em parte por esse
aumento na sofisticacdo e na complexidade bioldgicas de organismos eucariotos, possivelmente
determinadas pela diversidade de ncRNAs, capazes de fornecer um repertério maior de moléculas
com fungdes regulatdrias que teriam permitido o desenvolvimento dos eucariotos (Mattick, 2007;
Taftetal., 2007). De fato, observa-se que o aumento da complexidade biol6gica esta positivamente
associado ao aumento da propor¢do de sequéncias ndo-codificadoras de proteinas 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).

Outros fatores contribuem para o aumento da complexidade bioldgica de organismos
eucariotos. Entre esses fatores estéo, por exemplo, o0 aumento das taxas de splicing alternativo, do
uso de promotores e sitios de terminacdo alternativos e dos eventos de edicdo de RNAs em
organismos mais complexos, permitindo assim a expressao de um conjunto maior de isoformas
proteicas (Nagasaki et al., 2005; Birney et al., 2007; Taft et al., 2007; Farajollahi e Maas, 2010).

A fim de se explorar a complexidade do transcritoma de humanos, teve inicio na década
passada o projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements). Em sua primeira fase ou projeto-

piloto, 0 ENCODE analisou 1% do genoma humano por meio de diversas técnicas, que incluiram
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arrays gendmicos de alta densidade e sequenciamento em larga escala de bibliotecas de cDNA, e
foi estimado que 90% do genoma humano tinha potencial de ser transcrito (Birney et al., 2007).
Ao témino do projeto ENCODE, observou-se que essa taxa era de 74,7% (Consortium et al., 2012;
Derrien et al., 2012; Djebali et al., 2012). Alem disso, concluiu-se que os transcritos néo-
codificadores de proteinas estdo predominantemente localizados no citoplasma de células humanas
e que aproximadamente 6% de todos os transcritos codificadores e ndo-codificadores de proteinas
anotados sdo provaveis precursores de RNAs curtos (Djebali et al., 2012).

Apesar de todas essas evidéncias, existe um debate intenso na comunidade cientifica sobre
o significado bioldgico da transcricdo generalizada dos genomas de eucariotos, que € motivado
pelo fato de que a maioria dos ncRNAS sdo expressos em baixos niveis na célula e de que a maior
parte desses transcritos ainda ndo foi caracterizada funcionalmente (Struhl, 2007; van Bakel et al.,
2010). A caracterizacao detalhada dos mecanismos de acéo e das funcdes dos ncRNAs ira revelar
a sua real contribuicdo para o incremento da complexidade do transcritoma de eucariotos. Uma
iniciativa que é parte do ENCODE, denominada GENCODE (Harrow et al., 2012), deu inicio a
este processo por meio da anotacdo atualizada e completa dos genes codificadores de proteinas e

NncRNAs de humanos (Derrien et al., 2012).
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1.2 RNAs longos nédo-codificadores de proteinas em eucariotos

Embora a descoberta de INcRNAs especificos seja anterior a descoberta dos miRNAs
(Brannan et al., 1990; Brown et al., 1991; Lee et al., 1993)}, somente recentemente um maior
entendimento a respeito dos IncCRNAs foi iniciado (Rinn e Chang, 2012; Kung et al., 2013). Os
INcRNAs podem ser transcritos a partir de ambas as fitas do genoma humano, incluindo regides
intergénicas e principalmente intrénicas (Derrien et al., 2012; St Laurent et al., 2012), e exibem
diferentes sitios de iniciacdo, terminacdo, padrbes de splicing e de expressao em diferentes tipos
celulares (Birney et al., 2007; Mattick, 2011). A definicdo e a nomeacdo dos INCRNAs ainda estdo
evoluindo na literatura em funcéo da sua recente identificacdo e caracterizacdo, e diferentes classes
ou categorias funcionais de INcCRNAs tém sido descritas (Wright e Bruford, 2011).

Algumas dessas classes sdao mais estudadas, como a de ncRNAs longos intergénicos
(lincRNAs) (Guttman et al., 2009; Khalil et al., 2009; Guttman et al., 2010; Ulitsky e Bartel, 2013),
que sdo relativamente mais faceis de se caracterizar experimentalmente pois ndo possuem
sobreposicdo com genes codificadores de proteinas.

Outra classe de INcRNAs, composta por ncRNAs longos intrénicos, possuem sobreposicao
na mesma orientacdo (INCRNAs senso) ou na orientacao oposta (INCRNAs antissenso) a de introns
de genes codificadores de proteinas (Nakaya et al., 2007; Rearick et al., 2011; Chorev e Carmel,
2012; Derrien et al., 2012). Nosso grupo de pesquisa tem focado seu estudo na caracterizacdo dessa
classe de IncRNAs (Reis et al., 2004; Louro et al., 2007; Nakaya et al., 2007; Beckedorff et al.,
2013). Assim, uma andlise utilizando bancos de dados publicos de ESTs (Expressed Sequence

Tags) e mRNAs revelou que pelo menos 74% dos genes humanos anotados possuem regides

1 Os IncRNAs H19 e XIST foram primeiramente identificados no inicio dos anos 1990, entretanto suas caracteristicas
e funcdes so foram elucidadas ap6s os anos 2000.
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intrénicas capazes de gerar transcritos estaveis e uma analise do potencial codificador indicou que
mais de 90% dos possiveis transcritos originados dessas regiGes ndo possuem potencial para
codificar proteinas, provavelmente constituindo-se em ncRNAs (Nakaya et al., 2007). A partir da
analise de ESTs realizada, foi construido um oligoarranjo intron-exon contendo 44 mil sondas,
sintetizado sob encomenda para o estudo destes ncRNAs e, com 0 uso desta plataforma, foram
identificadas assinaturas de transcricdo intrénica tecido-especificas para amostras de figado,
préstata e rim humanos (Nakaya et al., 2007).

A variedade de classes de IncRNAs novos encontrados tem crescido muito rapidamente.
Recentemente, Zhang e colaboradores descreveram a identificacdo de IncRNAs intrénicos
circulares que se acumulam em células humanas (Zhang et al., 2013). Esses IncRNAs intrénicos
circulares sdo abudantes no ndcleo das células e ndo possuem sitios conservados como alvos de
miRNAs (Zhang et al., 2013). Os autores mostram que um dos INcCRNAs intrdnicos circulares se
associa com a maquinaria da RNAP Il (RNA Polimerase I1) e facilita a elongacdo da transcrigédo
do gene codificador de proteina parental, o que sugere que esse pode ser um mecanismo geral de
regulacao positiva de mRNAs exercida por essa classe de IncRNAs (Zhang et al., 2013).

Os IncRNAs estdo envolvidos na regulacdo de uma grande variedade de processos
biologicos (Nagano e Fraser, 2011; Batista e Chang, 2013), tais como: o desenvolvimento e
diferenciacédo de células T (Hu et al., 2013), a pluripoténcia (Guttman et al., 2011), o comprimento
do telémero (Azzalin et al., 2007), a adipogénese (Sun et al., 2013), a invasividade e metastase
(Beltran et al., 2008) e a resposta ao dano do DNA (Huarte et al., 2010; Wan et al., 2013), entre
outros.

Um dos processos recentemente identificados, por exemplo, envolve o IncRNA
denominado NeST (nettoie Salmonella pas Theiler’s [cleanup Salmonella not Theiler’s]), que foi

mostrado conferir resisténcia a infecgdes virais e diminuir a patogénese induzida pela bacteria
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Salmonella enterica em camundongos (Gomez et al., 2013). NeST se liga ao compontente do
complexo de metilacdo da lisina 4 da histona H3 denominado WDR5 (WD repeat-containing
protein 5) e leva a ativacao epigenética do gene IFN-gama (interferon-gama) (Gomez et al., 2013).

Ja se sabe que os IncRNAs podem atuar por meio de diversos outros mecanismos
moleculares (Clark e Mattick, 2011; Wang e Chang, 2011), tanto por meio da regulacdo da
transcricdo quanto atraves de mecanismos pos-transcricionais. Em relagdo a regulacdo da
transcricao, € sugerido que o processo de transcricdo de IncRNAs por si s, em vez do produto de
transcricao, no caso o préprio InNcRNA, pode ser funcional por facilitar uma estrutura de cromatina
aberta em promotores de genes codificadores de proteinas, aumentando a acessibilidade aos fatores
de transcricdo e a enzima RNA polimerase (Dinger et al., 2009; Kornienko et al., 2013). Por outro
lado, o processo de transcricdo do INcCRNA pode prejudicar a transcricdo do gene codificador de
proteina, como no caso do INncRNA Airn (antisense Igf2r RNA noncoding), cuja sobreposicao
transcricional com o promotor do gene Igf2r (Insulin-like growth factor 2 receptor) interfere com
o recrutamento da RNAP Il na auséncia de cromatina repressiva (Latos et al., 2012).

Outra forma de regulacdo da transcri¢do de genes codificadores de proteinas por INCRNAs
envolve o controle epigenético (Lee, 2012; Mattick, 2012), seja por meio do recrutamento de
complexos modificadores da cromatina, seja através da regulacéo dos niveis de metilacdo do DNA.

Um dos IncRNAs mais bem caracterizados que age por meio de mecanismo epigenético €
0 HOTAIR (Hox Transcript Antisense RNA), que se origina do locus HOXC e silencia a transcricéo
ao longo de 40kb do locus HOXD, em trans, ao induzir um estado de cromatina repressivo que é
proposto ocorrer atraves do recrutamento do complexo PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2)
(Rinn et al., 2007). O aumento da expressdo de HOTAIR tem sido associado a metastase (Gupta et
al., 2010) e a tumores colorretais, intestinais, pancreaticos e de mama e figado (Beckedorff et al.,

2013).



21

Recentemente, nosso grupo de pesquisa identificou um IncRNA antissenso unspliced
denominado ANRASSF1 (Antisense Intronic Noncoding RASSF1 RNA) (Beckedorff et al., 2013).
ANRASSF1 forma um hibrido INcRNA/DNA em células humanas, liga-se ao PRC2 e direciona esse
complexo para o promotor do gene codificador de proteina RASSF1A (RAS-association domain
family member 1A), levando ao silenciamento e a diminuicéo da expressdo somente dessa isoforma
do gene RASSF1 (Beckedorff et al., 2013). Esses achados demonstraram um novo mecanismo de
repressao epigenética, no qual um IncRNA antissenso reprime seletivamente a expressao de uma
das isoformas do gene RASSFL1.

Di Ruscio e colaboradores recentemente identificaram um IncRNA ndo-poliadenilado
enriquecido no nucleo de células humanas denominado ecCEBPA (extracoding CEBPA) (Di
Ruscio et al., 2013). ecCEBPA se ligaa DNMT1 (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1) e previne
a metilacdo do locus do gene codificador de proteina CEBPA, sugerindo que INcRNAs possam ser
alvos de estratégias terapéuticas objetivando uma demetilacdo de genes especificos (Di Ruscio et
al., 2013).

Por outro lado, a habilidade de ncRNAs longos em reconhecer sequéncias complementares
propicia interacGes altamente especificas que sdo essenciais em varios passos da regulacdo pés
transcricional de mRNAs, incluindo splicing alternativo, edicéo, transporte, traducéo e degradacéo
(Mercer et al., 2009).

Evidéncias crescentes tém apontado para o envolvimento de IncRNAs em diversas doencas
humanas (Taft et al., 2010; Esteller, 2011; Wapinski e Chang, 2011; Lee e Bartolomei, 2013),
especialmente o cancer (Prensner e Chinnaiyan, 2011; Nie et al., 2012; Reis e Verjovski-Almeida,
2012; Spizzo et al., 2012; Beckedorff et al., 2013). Por isso, INCRNAs séo considerados possiveis

alvos em estratégias terapéuticas (Lee e Bartolomei, 2013; Wahlestedt, 2013).
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Nesse sentido, Du e colaboradores avaliaram os perfis de expressdo de 10.207 INcRNAs em
aproximadamente 1.300 tumores humanos de diversos tipos (Du et al., 2013). Foram identificados
InNcRNAs associados com subtipos de cancer e com progndstico clinico, e dois desses INCRNAs
foram validados como necessarios para o crescimento de células tumorais de prostata (Du et al.,
2013). Esse estudo gerou, portanto, um catadlogo de IncRNAs que sdo possiveis alvos a serem
explorados como biomarcadores ou em terapias anti-tumorais (Du et al., 2013).

O desenvolvimento de estratégias terapéuticas que utilizem IncRNAs como alvos, no
entanto, ainda depende de um melhor entendimento de como a expressao e a manutencao dos niveis

dos IncRNAs sédo regulados em processos fisiologicos e patoldgicos na célula.

1.3 micro-RNAs

Os micro-RNAs (miRNAs) possuem cerca de 21 nt de tamanho e compreendem uma
grande familia de ncRNAs curtos que atuam como importantes reguladores pds-transcricionais da
expressao génica em metazoarios e plantas (Bartel, 2009; Carthew e Sontheimer, 2009).
Atualmente estdo descritos mais de 2.500 miRNAs maduros em humanos (versdo 20 do banco de
dados miRBase, junho de 2013) (Kozomara e Griffiths-Jones, 2011) e estudos indicam que mais
de 60% dos genes codificadores de proteinas humanos podem ter os seus niveis regulados por
miRNAs (Friedman et al., 2009; Krol et al., 2010).

A maioria dos miRNAs apresenta sequéncias evolutivamente conservadas (Lagos-Quintana
et al., 2003) e muitos tém a expressdo modulada espacial ou temporalmente (Krichevsky et al.,
2003; Kasashima et al., 2004; Liu et al., 2004; Wienholds et al., 2005), participando da regulagao

de uma grande variedade de processos fisioldgicos (Ambros, 2004).
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Em animais, os miRNAs sdo gerados pela via candnica a partir de RNAs precursores que
possuem cap-5’ e cauda poli-A (pri-miRNASs), gerados pela RNAP Il em unidades transcricionais
independentes, ou em regides intronicas ou exonicas de genes (Lee et al., 2004). Apds sua
transcricdo, o pri-miRNA forma uma estrutura secundaria caracteristica em formato de grampo
(hairpin) que é clivada pelo complexo Microprocessador, composto pelas enzimas nucleares da
familia RNase |1l Drosha e a proteina de ligacdo a RNA dupla-fita DGCR8/Pasha (Han et al.,
2004). Apos clivagem do pri-miRNA, é gerado um pre-miRNA com cerca de 70 nucleotideos, que
é entdo exportado para o citoplasma pela Exportina-5 (XPO5) (Yi et al., 2003; Lund et al., 2004).
No citoplasma, o pre-miRNA é processado pela enzima Dicer, gerando a forma madura do miRNA,
com aproximadamente 21 a 23 nt (Hutvagner et al., 2001; Ketting et al., 2001).

Alternativamente, miRNAs podem ser gerados independentemente da via canénica. Varios
eventos em que miRNAs sdo gerados através desse tipo de processamento tém sido relatados e, na
maioria deles, o intermediario precursor € clivado pela enzima Dicer (Babiarz et al., 2008; Bogerd
et al., 2010). Em outra forma de geracdo de miRNAs independente da via candnica, 0 precursor do
miRNA ndo é clivado pela Dicer, mas sim pela proteina Argonauta2 (Ago2) (Cheloufi et al., 2010;
Cifuentes et al., 2010). Os miRNAs também podem ser gerados independentemente da Drosha, a
partir de regides intrénicas curtas (mirtrons), como um subproduto da maquinaria de splicing
(Sibley et al., 2012). Recentemente foram descritos simtrons (splicing-independent mirtron-like
miRNAs), precursores de miRNAs similares aos mirtrons mas que sdo gerados a partir de introns
de maneira dependente de Drosha e independente de DGCRS8 ou Dicer (Havens et al., 2012).

De uma maneira geral, em animais, os miRNAs regulam o nivel do estado estacionario de
seu alvo por meio do pareamento de bases com sequéncias parcialmente complementares no
mRNA alvo, em geral na por¢ao 3’UTR deste, levando a redugdo da expressao da proteina através

de uma variedade de mecanismos que envolvem a desestabilizagdo e a degradacdo do mRNA
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(Huntzinger e lzaurralde, 2011); esse pareamento parcial também pode levar a reducdo da
expressao da proteina pela repressdo da traducdo (Huntzinger e Izaurralde, 2011). Em plantas,
geralmente, o pareamento perfeito dos miRNAs com os seus alvos leva a clivagem e degradacgéo
do mRNA (Llave et al., 2002).

Atualmente, no entanto, estudos apontam para um cenario de regulacdo mais complexo e
flexivel do que o modelo classico no qual miRNAs animais reprimem o mRNA via pareamento
com a por¢do 3’UTR do seu alvo (Pasquinelli, 2012). Os dados atuais mostram que miRNAS
podem se ligar a uma ampla variedade de alvos (Poliseno et al., 2010), que ndo existe um padrao
unico de pareamento do miRNA com o0 mRNA (Shin et al., 2010; Chi et al., 2012) e que varias
regides da sequéncia do mRNA podem ser alvejadas, incluindo a 5> UTR e a regido codificadora
(Grey et al., 2010; Reczko et al., 2012). Em plantas, estudos recentes indicam que miRNAs
também podem atuar através do controle da traducdo (Yu e Wang, 2010). De maneira ndo
convencional, os miRNAs tém sido, inclusive, relacionados ao aumento da traducdo sob
determinadas condic@es especificas em células de mamiferos (Orom et al., 2008).

Os miRNAs medeiam a diminuicdo dos niveis do estado estacionario do mRNA alvo na
celula por meio do recrutamento do RNA-induced silencing complex (RISC), um complexo
ribonucleoprotéico que contém uma proteina argonauta (Ago) e uma proteina GW182 (glycine-
tryptophan repeat containing protein) (Fabian e Sonenberg, 2012). Existem quatro membros da
subfamilia das proteinas argonautas (Agol-4) que, juntamente com GW182, sdo responsaveis pelo
recrutamento de proteinas que irdo propiciar a desestabilizacdo dos RNAs-alvo, tais como
deadenilases e exonucleases (Huntzinger e lzaurralde, 2011). Em humanos, somente a proteina
Ago2 foi mostrada ter capacidade de clivagem do alvo (Liu et al., 2004; Meister et al., 2004).

Muitos miRNAs desempenham funcdes importantes e conferem homeostase e robustez a

diversos processos bioldgicos, tais como o controle do ciclo celular, o crescimento e a diferenciacéo
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celulares, a apoptose e o desenvolvimento embrionério (Ebert e Sharp, 2012). Como consequéncia,
0s miRNAs estdo envolvidos em uma grande variedade de doencas, especialmente distarbios
neuroldgicos, doencas cardiovasculares e cancer (Esteller, 2011; Mendell e Olson, 2012). Além
disso, 0 uso de miRNAs extracelulares como biomarcadores de doencas tem sido alvo de interesse
(Boeri et al., 2011; Di Stefano et al., 2011), dada a sua presenca em fluidos corporais tais como

soro, plasma, saliva e liquido amniotico (Cortez et al., 2011).

1.4 Regulacéo da expressdo de INcRNAs

Apesar dos recentes avangos na elucidacdo da estrutura, dos mecanismos de acéo e das
funcbes dos IncRNAs, muito pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais 0os INCRNAs séo
regulados ou se os niveis dos INcRNAs sdo controlados da mesma maneira que os niveis dos
mRNAs (Geisler et al., 2012). Apenas para alguns IncRNAs especificos, como o MALAT-1
(metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1), tém-se acumulado informacodes
consideraveis a respeito da sua regulacdo (Gutschner et al., 2013). O entendimento dos mecanismos
de regulacdo dos INcRNAs sera de grande importancia, uma vez que os INCRNAs séo considerados
como possiveis marcadores moleculares ou alvos terapéuticos em diversas doencas humanas (Lee

e Bartolomei, 2013).
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1.4.1 Regulacéo transcricional de INcCRNAs

Tem sido documentado que a transcri¢do de alguns InNcRNAs ocorre de maneira semelhante
a de mRNAs codificadores de proteinas, com a presenca de fatores de transcricdo na regido
gendmica em que os IncRNAs mapeiam (Birney et al., 2007). Foi mostrado, por exemplo, que
INcRNAs conservados sdo regulados pelo fatores de transcricdo Oct4 (octamer-binding
transcription factor 4) e Nanog (nanog homeobox) em mESCs (mouse embryonic stem cells) e que
essa regulacdo estd envolvida na manutencdo do estado de pluripoténcia dessas células (Sheik
Mohamed et al., 2010). Além disso, experimentos de imunoprecipitacdo da cromatina com
anticorpo anti-RNAP |1, acompanhados de tiling arrays ou sequenciamento de segunda geracao,
demonstraram que os sitios de ligacdo da RNAP 11 e de seus fatores de transcricdo estdo localizados
em regides de INcCRNAs ou em regides gendbmicas distantes de promotores canénicos de genes
codificadores de proteinas (Cawley et al., 2004; Guttman et al., 2009; Conley e Jordan, 2012). No
entanto, nem todos os INcCRNAs séo transcritos pela RNAP Il e uma possibilidade é que eles sejam
transcritos pela RNAP |11 (Dieci et al., 2007; Mattick, 2011).

Também ha indicios na literatura de que os INCRNAs possam ser regulados por mecanismos
epigenéticos, como modificacdes de histonas e metilacdo do DNA em regides proximas a seus
sitios de transcricdo. Dominios compostos de marcas de histonas relacionadas a regides de
promotores ativos (H3K4me3, trimetilacdo da lisina 4 da histona 3) juntamente com marcas de
transcricdo ativa ao longo do corpo do transcrito (H3K36me3, trimetilacdo da lisina 36 da histona
3) séo utilizados para a identificacdo e caracterizacdo de diferentes classes de IncRNAs (Guttman
et al., 2009; Conley e Jordan, 2012). Além disso, alteragdes nestas marcas tém sido relacionadas a
regulagdo dos niveis e consequentemente das fungdes dos IncCRNAs durante o processo de

diferenciacéo celular (Wu et al., 2010).
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Um estudo recente do grupo do Dr. Eduardo M. Reis, em nosso Departamento, avaliou a
contribuicdo da metilacdo do DNA na regulacdo da expressdo de IncRNAs intrénicos senso e
antissenso por meio do tratamento de linhagens celulares tumorais humanas com o agente
desmetilante do DNA 5-AZA (5-Aza-2’-deoxicitidina), seguido de extracdo do RNA e hibridizacéo
em oligoarray introns-exons?. Os resultados encontrados mostraram que o tratamento com 5-AZA
alterou a expressao de um subconjunto de IncRNAs intrénicos. Embora tenha sido observado que
a densidade de CGls (ilhas de dinucleotideos CpG) na vizinhanca de INcCRNASs intrénicos seja
inferior a encontrada para MRNAS, a analise de reexpressdo génica ap0s tratamento com 5-AZA
nas linhagens revelou um subconjunto de 555 IncRNAs intronicos antissenso e 404 IncRNAs
intrénicos senso que tém a sua expressdo regulada por metilacdo do DNA. Esses dados reforcam a
nocao de que a expressdo de INCRNAs esta sujeita a regulacdes transcricionais em células humanas.

Tem aumentado o numero de relatos na literatura de INcRNAs regulados por estimulos
extracelulares e muitos INcCRNAs estdo sujeitos a regulacdo por hormdénios. Nosso grupo de
pesquisa identificou 39 IncRNAs intrénicos cujos niveis foram significativamente alterados pela
exposicao de células humanas da linhagem de adenocarcinoma de préstata LNCaP ao horménio
andrdgeno. Foi mostrado que este horménio se liga a elementos regulatérios ARE (Androgen
Response Element) na regido gendmica dos INCRNAs, de maneira semelhante a que ocorre com
mRNAs (Louro et al., 2007). Além disso, outros grupos também tém relatado a regulacdo de

IncRNAs pelo horménio andrégeno (Wang et al., 2011; Takayama et al., 2013; Yang et al., 2013).

2 Camargo, L. Expressdo de RNAs n3o codificadores intrdnicos longos em linhagens celulares humanas e o seu
controle epigenético por metilagdo do DNA. (2012). Tese (Doutorado em Bioquimica) — Instituto de Quimica,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.
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Utilizando a técnica de GRO-Seq (global nuclear run-on and sequencing), Hah e
colaboradores mostraram que INcRNAs de diversas classes sao regulados pelo horménio estrogeno
em ceélulas tumorais de mama (Hah et al., 2011), incluindo 686 RNAs intergénicos e 429 RNAs
intrénicos antissenso. Apesar das funcdes desses INCRNAs regulados por estrogeno nédo terem sido
descritas, especula-se que esses INCRNAs devam desempenhar fungdes antagonicas as funcdes do
estrdgeno, uma vez que a maioria desses transcritos teve a sua expressdo diminuida apos o
tratamento das células com esse hormonio (Hah et al., 2011).

Recentemente, centenas de IncRNAs, incluindo 54 pseudogenes, também foram mostrados
como regulados pela citocina TNF-alfa (tumor necrosis fator-alfa) em células de camundongo
expostas a estimulos inflamatdrios (Rapicavoli et al., 2013). Foi encontrado um pseudogene
denominado Lethe, que é induzido por citocinas pré-inflamatorias e que regula negativamente a
sinalizacdo por NF-kappaB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) por
meio da ligacdo a este fator e prevencdo de sua ligacdo ao DNA (Rapicavoli et al., 2013).

Na busca por transcritos com possiveis papéis nos processos de aterosclerose e hipertensdo,
outro trabalho identificou InNcRNAs conhecidos e novos regulados pelo peptideo angiotensina Il
em células vasculares de musculo liso (Leung et al., 2013). De uma maneira geral, esses trabalhos
indicam que os IncRNAs podem ser regulados de modo a atuar como moléculas versateis que agem

por diferentes mecanismos na resposta a estimulos extracelulares.
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1.4.2 Regulacéo pds-transcricional de IncRNAs

Muitos IncRNAs sofrem modificacGes estruturais apds a sua transcri¢do que sdo comuns
com 0s mRNAs, 0 que sugere que mecanismos pos-transcricionais de regulacdo da expressdo de
mRNAs também podem ser compartilhados por INCRNAs. Entre essas caracteristicas, estdo a
presenca da estrutura cap na ponta 5° do INCRNA (Geisler et al., 2012) e a possibilidade dos
IncRNAs serem poliadenilados (Kapranov et al., 2010) e de sofrerem splicing (Cabili et al., 2011).
A presenca de tais caracteristicas em IncRNAs indicam que proteinas que reconhecem essas
estruturas em mRNAs para regulacdo do seu metabolismo poderiam também interagir com
IncRNAs.

Neste sentido, um estudo recente mapeou em levedura o padrédo de interacdo entre INCRNAs
e 13 proteinas classicamente relacionadas ao processamento, exportacdo e reciclagem de mRNAs
(Tuck e Tollervey, 2013). Foram encontrados muitos INcRNAs associados a proteinas envolvidas
no controle de qualidade de RNAs, indicando que esses representam INCRNAS instaveis sujeitos a
degradacdo no nucleo (Tuck e Tollervey, 2013). Entretanto, foi encontrado um grupo de INCRNAs
que sdo alvejados pelas proteinas Hrpl (nuclear polyadenylated RNA-binding protein 4) e Nab2
(nuclear polyadenylated RNA-binding protein 2), que estdo relacionadas a clivagem da
extremidade 3’, poliadenilagdo e consequente exportagdo dos IncRNAs para o citoplasma (Tuck e
Tollervey, 2013), indicando o papel dessas proteinas na regulacdo dos niveis e na localizacdo dos
IncRNAs. A proteina HUR (Hu Antigen R), reguladora da estabilidade de mRNAs, é capaz de se
ligar a IncRNAs, sugerindo que muitos IncCRNAS estdo sujeitos a mecanismos de regulacéo por
meio da sua estabilizacdo ou desestabilizacdo em células humanas (Lebedeva et al., 2011).

Apesar dessas evidéncias, outros trabalhos tém relatado que muitos INcRNAs ndo possuem

as mesmas estruturas encontradas em mRNASs. Estudos iniciados na década passada utilizando
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tiling arrays para investigar a presenca de poliadenilacdo em transcritos mostraram que 19,4%,
43,7% e 36,9% dos transcritos identificados em células humanas foram considerados
poliadenilados, nao-poliadenilados e bimorficos, respectivamente (Cheng et al., 2005). Mais
recentemente, estudos utilizando sequenciamento em larga escala também relataram que muitos
transcritos ndo-poliadenilados correspondem a RNAs ainda ndo conhecidos que mapeiam em
regides intronicas e intergénicas do genoma humano (Wu et al., 2008; Yang et al., 2011). Para
esses INCRNAS, outros motivos ou estruturas secundarias presentes em suas sequéncias devem
contribuir para a regulacdo dos seus niveis de expressao (Tuck e Tollervey, 2013).

Modificacdes na estrutura de tRNAs e rRNAs, tais como metilagcbes em citosinas ou
guanosinas, sdo conhecidas como reguladoras da expressao e funcdo destes RNAs (Motorin et al.,
2010; Cantara et al., 2011). Recentemente, Amort e colaboradores mostraram que 0s INCRNAs
HOTAIR e XIST (X-inactive specific transcript) também sdo metilados em suas citosinas em
regides funcionalmente importantes para estes INCRNAS, necessarias para a sua associagdo com
complexos modificadoras da cromatina (Amort et al., 2013). Os autores observaram que a
metilag&o da citosina na regido A do IncRNA XIST afeta a sua ligagédo ao complexo modificador
da cromatina PRC2, sugerindo que a metilacdo de citosinas em IncRNAs pode representar um
mecanismo comum de regulacdo da sua fungdo (Amort et al., 2013).

A localizacdo sub-celular de IncRNAs também pode representar um mecanismo poés-
transcricional de controle dos seus niveis de expressdo. Por um lado, a necessidade de localizacdo
dos IncRNAs em regides definidas das células tem sido associada ao desempenho de suas fungdes
em diferentes dominios sub-celulares (Clark e Mattick, 2011) . Entretanto, é possivel que esta
localizag&o especifica também seja um mecanismo celular de regulagédo da expressdo dos INCRNAS
(Djebali et al., 2012), como ja bem documentado para RNAs codificadores de proteinas (Lecuyer

et al., 2007; Besse e Ephrussi, 2008; Martin e Ephrussi, 2009).
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No caso dos mRNAs, essa localizacdo especifica esta relacionada a expressdo temporal
destes RNAs na célula e ja foram documentados motivos nos mRNAs (fatores em cis) que séo
reconhecidos por proteinas de ligacdo a RNA (fatores em trans) (Martin e Ephrussi, 2009). Um
estudo revelou que durante o desenvolvimento embrionario de Drosophila, 71% dos genes
expressos avaliados apresentaram um padrédo de localizacdo sub-celular bem definido (Lecuyer et
al., 2007). Os mRNAs foram agrupados em cerca de 35 categorias de acordo com a sua localizacéo,
as quais incluem RNAs localizados na maquinaria de divisdo celular, nos p6los embriénicos, no
nucleo e no citoesqueleto (Lecuyer et al., 2007).

No caso de IncRNAs, ainda sdo pouco conhecidos os fatores que determinam a sua
localizacdo sub-celular e qual a influéncia destes fatores na regulacao dos seus niveis de expressao,
especialmente porque a maioria do estudos tem focado na descri¢do da localizacdo de INcRNAs
individuais (Clark e Mattick, 2011).

O IncRNA MALAT-1, por exemplo, € 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) (Hutchinson et al., 2007). Esse IncRNA foi
originalmente descoberto como um fator prognostico de sobrevivéncia de pacientes com
adenocarcinoma de grau | ou com carcinoma de células escamosas (Ji et al., 2003; Hutchinson et
al., 2007). MALAT-1 tem expressdo aumentada em diversos tipos de cancer (Gutschner et al., 2013)
e e essencial para a modulacdo da interacdo dos speckles nucleares com fatores de splicing
(Hutchinson et al., 2007). Além disso, esse INcRNA esta envolvido na regulacdo do splicing
alternativo de um subconjunto de transcritos (Tripathi et al., 2010) e do ciclo celular, por meio do

controle da expresséo do fator de transcricdo B-MYB (Tripathi et al., 2013).
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Outro IncRNA, denominado NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 1) ou MEN-
epsilon/beta (Multiple Endocrine Neoplasia epsilon/beta), € um componente essencial para a
formacgdo e manutencao das estruturas sub-celulares denominadas paraspeckles (Clemson et al.,
2009; Sasaki et al., 2009; Sunwoo et al., 2009). Os paraspeckles estdo envolvidos na retencdo
nuclear de RNAs com edig¢des de adenosina a inosina (A—1I) (Bond e Fox, 2009).

Um maior entendimento dos fatores que determinam a localizagdo sub-celular e
consequentemente a regulacdo dos niveis dos INCRNAs depende de estudos que avaliem o padréo
de distribuicédo de classes distintas de INcCRNAs em diferentes tecidos e localiza¢6es sub-celulares
bem definidas. Neste sentido, Mercer e colaboradores mostraram por meio de hibridizacédo in situ
gue a maioria dos 88 ncRNAs expressos em células de Purkinje, no cerebelo de camundongo,
apresentou evidéncia de uma localizacéo sub-celular bem definida (Mercer et al., 2008). Dos 88
NcRNAS expressos nas células de Purkinje, 25 (29%) apresentaram um padrdo de localizacdo
nuclear difuso, 54 (61%) apresentaram um padrdo semelhante a speckles e 9 (10%) se mostraram
localizados ao longo do corpo celular (Mercer et al., 2008), sugerindo expressao regulada dos
NCRNAs.

O grupo de pesquisa do Dr. Eduardo M. Reis, em nosso Departamento, estudou a
localizagéo sub-celular de IncRNAs intronicos por meio do fracionamento sub-celular de lisado de
células HelLa seguido de extracdo do RNA de diferentes compartimentos e hibridizacdo em
oligoarray introns-exons®. Os resultados encontrados demonstraram que uma fragdo consideravel

dos IncRNAs intronicos interrogados nas analises (maior que 50%), mostrou-se igualmente

3Ayupe, A. C. “Biogénese, estabilidade e localizagdo sub-celular de RNAs n3o-codificadores longos expressos em
regides intronicas do genoma humano.” (2012). Tese (Doutorado em Bioquimica) — Instituto de Quimica,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.
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distribuida entre o nucleo e citoplasma. Esses dados indicam que InNcRNAs, embora ndo codifiqguem
para proteinas, sofrem algum tipo de regulacdo para que sejam exportados para o citoplasma e
exercam alguma funcao bioldgica nesse compartimento.

Outra possivel forma de regulacdo poés-transcricional é aquela em que IncRNAs séo
alvejados e silenciados por miRNAs. Nesse sentido, duas ferramentas de predicdo de alvos de
miRNAs publicadas recentemente passaram a incorporar algoritmos que buscam em InCRNAs
possiveis sitios de ligacdo de miRNAs (Jeggari et al., 2012; Paraskevopoulou et al., 2013). No
entanto, o nimero de falso-positivos em predi¢cbes computacionais de alvos de miRNAs é alto, e a
regulacao exercida pelo miRNA deve ser avaliada e validada experimentalmente (Chi et al., 2009).
Essas validacdes podem ser feitas para um grupo pequeno de miRNAs e alvos selecionados, mas
como um miRNA pode regular varios alvos e um gene pode ser regulado por varios miRNAs
(Pasquinelli, 2012), estudos de identificacdo de alvos de miRNAs em larga escala, especialmente
aqueles capazes de identificar interacGes diretas entre miRNAS e alvos, tém sido propostos (Arvey
etal., 2010).

Ainda ndo se sabe se INcCRNAs sdo alvejados por miRNAs de maneira disseminada para
controle de suas funcBGes na célula, pois apenas um pequeno nimero de estudos validaram
interacdes entre mMiRNAs e IncRNAs. No mecanismo mais caracterizado de interacdo miRNA-
INcCRNA, os IncRNAs atuam como esponjas naturais (Ebert e Sharp, 2010). Neste mecanismo, um
INcCRNA compete com um mRNA por miRNAs que o alvejam. Ao competirem pelos mesmos
miRNAs, os niveis de transcritos codificadores de proteinas aumentam, porque o INCRNA possui
sitios de ligagdo para miRNAs semelhantes ou idénticos aos sitios de ligacdo do mMRNA em questio
(Franco-Zorrillaet al., 2007; Cazalla et al., 2010; Poliseno et al., 2010; Cesana et al., 2011; Hansen

etal., 2013; Memczak et al., 2013).
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Recentemente, dois grupos identificaram RNASs circulares que agem como esponjas para
miRNAs (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013). Hansen e colaboradores (Hansen et al.,
2013) mostraram que um RNA circular denominado CDR1 NAT (Natural Antisense Transcript),
previamente identificado pelo mesmo grupo (Hansen et al., 2011), age como uma esponja para o
miR-7, suprimindo a atividade deste miRNA, e que 0 RNA circular Sry (sex-determining region
Y) também age como uma esponja para 0 miR-138. Alem de identificar o CDR1 NAT e seu papel
regulador do miR-7, (Memczak et al., 2013) identificaram milhares de outros RNASs circulares em
humanos, em camundongos e em C. elegans. Estes RNAs tém potencial de atuarem como
esponjas, uma vez que suas sequéncias sdo enriquecidas em sitios complementares a miRNAS,
sugerindo que o efeito esponja realizado por RNAs circulares pode representar um fenémeno geral
de regulacdo dos niveis de miRNAs.

Em outro mecanismo menos caracterizado, a regulacdo do INcRNA pelo miRNA ocorre de
forma indireta: 0 miR-29 regula o nivel dos MRNAs de proteinas DNA metiltransferases, que por
sua vez regulam o lincRNA MEG3 em cancer hepatocelular (Braconi et al., 2011).

Permanecem pouco caracterizados os mecanismos de regulacdo direta por miRNAs dos
niveis de INcCRNAs que exercem funcdes ja descritas, diferentes da funcdo esponja. Hansen e
colaboradores ja haviam descrito que o0 CDR1 NAT ¢é regulado pelo miR-671, levando a clivagem
deste NAT de uma maneira dependente da proteina Ago2 (Hansen et al., 2011), com concomitante
diminuicdo nos niveis do MRNA de CDRL1. Entretanto, ndo foi mostrada a implicacdo funcional
desta regulacdo nem o mecanismo de controle do mMRNA de CDR1 pelo CDR1 NAT. Como néo
foram encontrados sitios complementares ao miR-671 na regido 3> UTR do mRNA de CDR1, foi
sugerido que CDR1 NAT ndo atua por meio de um mecanismo de esponja para este miRNA
(Hansen et al., 2011), mas que o CDR1 NAT poderia conferir estabilidade ao mRNA de CDR1

através do pareamento de bases direto, conforme ja observado (Faghihi et al., 2008).
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Sera importante identificar INcCRNAs que exercem funcées ja identificadas, tais como o
recrutamento de proteinas modificadoras da cromatina ou o recrutamento de proteinas envolvidas
em splicing (Wang e Chang, 2011; Beckedorff et al., 2013) e que sejam alvejados por miRNAs.
Além disso, dada a participacdo de IncRNAs em processos fisiologicos e patologicos e o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas em miRNAs (Kasinski and Slack 2011), sera

importante caracterizar como 0s miRNAs eventualmente regulam os niveis de INCRNAs.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a possivel regulacdo de RNAs longos ndo-codificadores de proteinas (INCRNAS)
por micro-RNAs (miRNASs) na linhagem celular humana HeLa, a fim de avangar o conhecimento

sobre a regulacdo do metabolismo de INcCRNAs.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar INCRNAs que interajam com o complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC) por meio de imunoprecipitacdo de RISC na linhagem celular HelLa, seguida de
isolamento dos RNAs co-imunoprecipitados e sequenciamento destes em larga escala.

2. Desenvolver um método de geracdo de bibliotecas de cDNA direcionadas que permita o
sequenciamento fita-especifico na plataforma 454/Roche e a identificacdo de INcCRNAS
ligados ao complexo RISC.

3. Identificar miRNAs ligados ao complexo RISC na linhagem celular HeLa e que possuam
sitios alvo preditos computacionalmente em IncRNAs, sendo portanto possiveis
reguladores dos respectivos INCRNAS.

4. Avaliar a possivel regulacdo de IncRNAs por miRNAs por meio da superexpressdo de

miRNAs selecionados seguida da medida dos niveis dos IncRNAs candidatos a alvo.



37

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagem celular e condicdes de cultivo

Para a realizacdo deste trabalho, foi utilizada a linhagem celular humana de
adenocarcinoma cervical HeLa (codigo ATCC - American Type Culture Collection - CCL-2). Esta
linhagem é amplamente utilizada na comunidade cientifica e tem sido usada como modelo no
estudo das relagbes entre miRNAs, proteinas argonauta e RNAs-alvo (Janas et al., 2012). A
linhagem foi adquirida da ATCC e cultivada a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 em meio de
cultura apropriado, conforme recomendacdes da ATCC. O meio recomendado e utilizado foi
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Cultilab), suplementado com SFB (Soro Fetal
Bovino) (Cultilab) 10%, bicarbonato de sodio 1,2 g/L, glicose 4,2 g/L e com os antibidticos
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Ao atingirem 60-80% da densidade de
saturacdo, as células foram subcultivadas ou utilizadas para realizagdo de manipulacdes especificas
de cada experimento. Para a manutencdo em cultura, as células foram lavadas com solucdo salina
PBS (Phosphate Buffered Saline) (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 8 mM e KH2PO4 1,5
mM, pH 7,2) ao atingirem aproximadamente 80% da densidade de saturacéo e subcultivadas ap6s
0 uso de solucdo de tripsina 0,1% (codigo namero 000012, VitroCell). Os estoques celulares foram
armazenados em freezer a -80°C, nos quais as células foram mantidas no meio de cultivo com 10%

de DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma).

3.2 Imunoprecipitacdo nativa de complexos ribonucleoprotéicos — RIP

Para cada experimento de imunoprecipitagdo de complexos ribonucleoproteicos (RIP-

RNA-binding protein immunoprecipitation), células HeLa foram subcultivadas em duas garrafas
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de 175 cm? (Sarstedt) cada, até a densidade de saturacio de 80%, quando entéo foram lavadas com
PBS e descoladas da superficie da garrafa por tratamento por 5 minutos com 0,1% de tripsina,
seguido da adicdo de meio de cultura DMEM contendo SFB. As células foram transferidas para
tubos falcon (TPP), uma aliquota foi retirada de cada tubo falcon e as células foram contadas em
uma camara de Neubauer. Em seguida, uma aliquota de volume de meio contendo 2x10’ células
HeLa de cada falcon foi centrifugada separadamente a 300 x g por 7 minutos e o sobrenadante foi
removido. Essas aliquotas foram usadas posteriormente nas imunoprecipitagdes com o anticorpo
especifico ou com anticorpo controle. Apds descarte do sobrenadante, os sedimentos das células
foram lavados com PBS, as células foram novamente centrifugadas a 300 x g por 7 minutos e o
sobrenadante foi descartado. A partir desse passo, foi utilizado o Magna RIP RNA-Binding Protein
Immunoprecipitation Kit (17-700; Millipore), com algumas modificacdes, conforme descrito a
seguir. Os sedimentos das células foram suspendidos em 200 pL de tampdo de lise contendo 1 pL
de coquetel de inibi¢ao de proteases e 0,5 pL. de inibidor de RNase, mantidos por 5 minutos no
gelo e entdo congelados em freezer a -80°C por pelo menos 72 horas, mas por ndo mais que 30
dias. Em seguida, foram seguidas as recomendagdes do fabricante: 5 pg de anticorpo anti-Ago2
(03-110; Millipore) ou 5 ug de anticorpo IgG de camundongo nao imunizado (12-371; Millipore)
foram adicionados a 50 pL de esferas magnéticas que contém proteinas A/G; lavou-se 0 excesso
de anticorpo duas vezes com 500 puL de RIP Wash Buffer e, em seguida, o lisado celular
previamente preparado foi adicionado ao complexo esfera-anticorpo. Antes da incubacéo, foi
retirada uma aliquota do lisado, que foi denominada “Proteina Input” ¢ foi usada posteriormente
no experimento de western blot, conforme descrito no item 3.5. Ap0s incubacdo por 14 horas a
4°C, foram realizadas seis lavagens do complexo esfera-anticorpo-lisado celular com o RIP Wash
Buffer. Apods as lavagens, foi retirada uma aliquota de 10% (50 puL) do volume final de 500 uL da

amostra para confirmagdo da imunoprecipitacdo da proteina Ago2 por western blot (conforme
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descrito no item 3.5) e em seguida as proteinas foram degradadas com proteinase K por 30 minutos
a 55°C. O RNA foi extraido e purificado conforme descrito no item 3.3. Para otimizagdo deste
protocolo, foram testados a quantidade de células utilizadas, a concentracdo de anticorpo primario
ligado as esferas e o tempo de incubacéo do lisado celular com o complexo esfera-anticorpo. Apos
os testes, as condigdes descritas acima levaram a uma maior eficiéncia de imunoprecipitacdo da
proteina Ago2 e a uma maior recuperacdo de RNAs co-imunoprecipitados.

Os RNAs obtidos foram utilizados para a geracdo de bibliotecas de cDNA para
sequenciamento na plataforma 454/Roche, conforme descrito no item 3.6, para validacdo dos
transcritos detectados nestes sequenciamentos por PCR quantitativo em tempo real (QPCR),
conforme descrito no item 3.13.2, ou para sequenciamento de RNAs curtos, conforme descrito no

item 3.8.

3.3 Extracdo de RNA, purificacdo e tratamento com DNase

Os RNAs co-imunoprecipitados no item 3.2 foram extraidos por meio da utilizacdo de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico seguida de cloroférmio, e precipitados com etanol 100% a -
80°C por 16 horas, de acordo com recomendacbes do Magna RIP RNA-Binding Protein
Immunoprecipitation Kit (17-700; Millipore).

Para garantir a auséncia de DNA genémico nuclear ou mitocondrial contaminantes entre 0s
RNASs co-imunoprecipitados, estes RNAs foram tratados com 2 unidades/ug de RNA de
TURBO™ DNase (AM2238; Ambion) por 45 minutos a 37°C. Essa enzima tem uma maior
afinidade por DNA do que a DNase I, comumente usada para remoc¢do de DNA de amostras de
RNA. A remocdo completa de DNA ¢ especialmente importante, uma vez que 0os RNASs co-

imunoprecipitados foram em seguida usados para geracdo de bibliotecas de cDNA para
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sequenciamento em larga escala. A avaliacdo da auséncia de DNA gendmico contaminante entre
os RNAs foi feita conforme descrito no item 3.4. Apds tratamento com TURBO™ DNase, os
RNAs co-imunoprecipitados foram purificados utilizando o miRNeasy Mini Kit (217004; Qiagen).
Foram seguidas as recomendacdes do fabricante, de modo a preservar os RNAs curtos (entre 18 e
200 nt) juntamente com RNAs longos (maiores que 200 nt).

Para a extracdo dos RNAs totais nos experimentos de super-expressdao de miRNAS
(conforme descrito no item 3.14), células HeLa foram transfectadas por 24 horas com diferentes
miRNA mimics ou controles, lavadas com PBS e descoladas da superficie da garrafa por tratamento
por 5 minutos com 0,1% de tripsina seguido da adicdo de meio de cultura contendo SFB. Em
seguida, as células foram sedimentadas por centrifugacdo a 300 x g por 5 minutos e o sobrenadante
foi removido. Os sedimentos das células foram lavados com PBS, as células foram novamente
centrifugadas a 300 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Os sedimentos de células
foram mantidos a -80°C até a extracdo do RNA. O isolamento do RNA foi realizado utilizando
TRIzol (15596-026; Life Technologies), de acordo com o protocolo do fabricante, e eluido em um
volume de 100 pL de dgua tratada com DEPC (Invitrogen). Em seguida, o RNA foi submetido a
uma etapa de tratamento com TURBO™ DNase (AM2238; Ambion), conforme descrito acima para
0s RNAs co-imunoprecipitados. Os RNAs foram purificados utilizando o miRNeasy Mini Kit

(217004, Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante e armazenados a -80°C.
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3.4 Avaliacdo da qualidade do RNA

Para certificar a auséncia de DNA gendmico nas amostras de RNASs co-imunoprecipitados
ou de RNA total, foi realizada uma PCR (em 50 pL de reagdo, com 40 ciclos) utilizando-Se primers
que anelam no retrogene de multiplas copias da histona H3. Na auséncia de DNA contaminante na
amostra de RNA, esta PCR nas condi¢cdes descritas abaixo ndo gera produto, pois ndo é feita
transcricao reversa. A PCR gera amplicons com cerca de 680 pares de bases quando esta presente
DNA genémico contaminante no RNA. Foram utilizados 5 ng de cada RNA co-imunoprecipitado
ou 1 ug de RNA total de cada amostra, Sem transcrigdo reversa, como molde para a rea¢do de PCR
(conforme sera descrito no item 3.13.1). Somente 0os RNAS gque nao apresentavam contaminacao
com DNA genémico foram utilizados para os ensaios.

Os RNAs co-imunoprecipitados foram quantificados utilizando o reagente RiboGreen
(R11490; Invitrogen) conforme protocolo do fabricante. O perfil eletroforético dos RNAs co-
imunoprecipitados foi avaliado utilizando-se o equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies), que realiza uma eletroforese capilar de alta tensdo. Foram utilizados os kits RNA
6000 Pico Kit (5067-1513; Agilent Technologies) e Small RNA Kit (5067-1548; Agilent
Technologies).

As amostras de RNA total foram quantificadas por sua densidade 6ptica a 260nm, e sua
pureza atestada pela razdo 260/280nm. As medidas foram realizadas no espectrofotometro
NanoDrop (Thermo Scientific). O RNA foi analisado quanto a sua integridade no equipamento
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) utilizando o RNA 6000 Nano Kit (5067-1511; Agilent
Technologies). A integridade das amostras foi avaliada com o programa 2100 Expert (Agilent
Technologies). Esse programa atribui um valor de integridade para 0 RNA total (RNA Integrity

Number, RIN), que permite uma estimativa da integridade por meio da analise das intensidades de
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todo o tracado eletroforético da amostra, ou seja, dos RNAs de todos os tamanhos, e ndo apenas da
razdo entre as intensidades nos picos das bandas dos RNAs ribossomais 18S e 28S. Apenas

amostras que tinham uma boa integridade (RIN > 8) foram utilizadas em todos 0s experimentos.

3.5 Western Blot

A aliquota denominada “Proteina Input” e as aliquotas retiradas ap6s imunoprecipitacao
com anticorpo Anti-Ago2 ou com anticorpo IgG normal de camundongo ndo-imunizado (item 3.2)
foram separadas por SDS-PAGE com 10% de poliacrilamida, ao lado do padrdo de massa
molecular de proteinas Prestained Protein Marker (SM#1811; Fermentas) e posteriormente
transferidas para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C Extra (Amersham Biosciences)
utilizando o transferidor semi-seco TE 77 PWR (Amersham Biosciences).

As membranas foram bloqueadas em 10 mL de solucédo de bloqueio (400 mg BSA /10 mL
PBS; Sigma) durante 1 hora. Em seguida, foram incubadas com o anticorpo primario anti-Ago2
(MABE253, Millipore; na diluicdo 1:500) em uma nova solucéo de bloqueio por 16 horas a 4°C,
sendo, a seguir, lavadas com PBS Tween 0,1%, duas vezes por 15 minutos e duas vezes por 5
minutos. Apo6s as lavagens, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario anti-1gG
de rato IRDye 800CW (926-32219; LI-COR Biosciences) por 1 hora e, em seguida, as lavagens
descritas acima foram repetidas. O sinal de fluorescéncia foi analisado com o Odyssey Infrared
Imaging System (LI-COR Biosciences) e as intensidades foram quantificadas com o Odyssey

Software Aplicativo v3 (LI-COR Biosciences).
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3.6 Desenvolvimento de método de geracdo de bibliotecas fita-especificas para

sequenciamento de RNAs longos no 454/Roche

Os RNAs obtidos apds imunoprecipitacdo de Ago2 ou imunoprecipitacdo controle (item
3.2) foram usados para geracdo de bibliotecas de cDNA para sequenciamento de RNAs longos na
plataforma 454/Roche. N&o existe um kit comercial nem metodologia estabelecida para geracéo de
bibliotecas direcionadas ou fita-especificas a serem sequenciadas na plataforma 454/Roche, ou
seja, bibliotecas que sejam marcadas assimetricamente em suas extremidades durante a sua
geracdo, de modo a permitirem saber qual fita do cDNA sera sequenciada. Bibliotecas direcionadas
permitem identificar, apos o sequenciamento, a partir de qual fita do DNA gendmico o RNA tenha
sido transcrito. Essa informacao € essencial para determinacdo da orientacdo dos RNAs, incluindo
InNcRNAs que sdo transcritos dentro de loci de genes codificadores de proteinas (INCRNAs que
mapeiam na orientacdo senso ou antissenso em relacdo ao MRNA de um determinado locus).
Portanto, para geracao de bibliotecas de cDNA direcionadas para sequenciamento no 454/Roche,

foi desenvolvido um método, cujas etapas estdo representadas na figura 1, a seguir.
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Figura 1: Desenho esquemdtico representando o método desenvolvido para geracdo de
bibliotecas de cDNA direcionadas para sequenciamento na plataforma 454/Roche. A construcdo da
biblioteca de cDNA comega essencialmente na Etapa 2, na qual sdo necessarios 2 pug de RNA. Caso a
quantidade de RNA disponivel seja menor do que 2 pg, faz-se a amplificagdo do RNA utilizando a enzima

T7-RNA polimerase (Etapa 1). Este € o caso, por exemplo, do RNA obtido por imunoprecipitacdo do RISC;
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0s RNAs longos, contendo ou ndo caudas poli(A) de diferentes tamanhos, foram extraidos e purificados a
partir do imunoprecipitado, e levados para a Etapa 1. Etapa 1. Os RNAs (linhas vermelhas) sdo inicialmente
amplificados com primers que contém a sequéncia T7 para reconhecimento pela T7 RNA polimerase. S&o
usados primers randdmicos, além do primer oligo(dT), na reacdo de transcri¢do reversa para que RNAs que
ja tenham sido deadenilados também sejam usados como molde. Ao final da amplificacdo, os RNAs
amplificados (aRNAs) tém a sua orientacdo invertida em relagdo ao RNA original, e neste caso 0s CDNAs
serdo sequenciados a partir da extremidade correspondente ao 3 do RNA original, como se vé nesta figura.
Caso haja quantidade suficiente de RNA (2 ug) ele ¢é levado diretamente para a Etapa 2, e neste caso 0s
cDNAs serdo sequenciados a partir da extremidade correspondente ao 5° do RNA original (ndo mostrado
na figura). Etapa 2. Os aRNAs séo utilizados em uma reacdo de transcrigdo reversa realizada com um
primer randémico de nove bases acoplado a sequéncia correspondente ao adaptador B da tecnologia
454/Roche para geracdo de cDNAs simples fita (single-stranded cDNAs, ou sscDNAs) com o adaptador B
em sua extremidade 5°. Esta sequéncia do adaptador B ¢ utilizada mais adiante, para pareamento das
moléculas de cDNA ao oligunocleotideo presente nas esferas durante o processo de captura dos cDNAs
(etapa 5a), e subsequente etapa de amplificacdo clonal do protocolo 454/Roche (etapa 5b). Etapa 3. As
extremidades 3° dos sscDNAs ¢ ligado o Adaptador A, que contém a sequéncia de nucleotideos que sera
utilizada para hibridizacéo do primer da PCR do protocolo do 454/Roche durante o processo de amplificacdo
clonal por PCR em emulsdo, e durante o sequenciamento (como mostrado na etapa 5c¢). Etapa 4. Os
sscDNAs com adaptador A ligado sdo amplificados em uma PCR de dez ciclos com primers B e AC (A-
Complementar), para garantir que todas as moléculas de cDNA contenham os dois adaptadores nas duas
extremidades. Etapa 5: Segundo o protocolo do 454/Roche, a biblioteca de cDNA gerada na etapa 4 é
pareada as esferas de captura a partir da sua extremidade BC (B-Complementar) (etapa 5a). A proporcao de
esferas e cDNA é tal que apenas uma molécula de cDNA é ligada por esfera, e sofre amplificacdo clonal em
uma PCR em emulsdo (emPCR). A geracéo da primeira fita de DNA (linha azul tracejada) que permanecera
ligada covalentemente as esferas, que é o primeiro passo da emPCR, esta representada esquematicamente
na etapa 5b. No total, s&o feitos 50 ciclos de amplificacdo na emPCR, o que resulta no recobrimento de cada
esfera com aproximadamente um trilhdo de cdpias do cDNA original. As fitas de cDNA (linha azul
tracejada) que permanecem ligadas covalentemente as esferas ap6s a emPCR possuem a sequéncia A na sua
extremidade 3°. Estas fitas sdo posteriormente sequenciadas a partir das suas extremidades A (etapa 5c),
com o primer do sequenciamento cuja sequéncia corresponde a do primer AC. Cada esfera fica contida em
um poco da placa de sequenciamento, e o instrumento coleta a imagem simultanea de aproximadamente 1

milh&o de pocos, medindo a quimioluminescéncia gerada cada vez que um nucleotideo €é incorporado.
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Antes de serem usados na preparacdo de bibliotecas de cDNA, 40 ng de cada RNA co-
imunoprecipitado foram amplificados utilizando o Message Amp I aRNA Kit (AM1751; Ambion)
—passo 1 da figura 1. Foram seguidas as recomendacdes do fabricante com as seguintes adaptacgdes:
durante a sintese da primeira fita de cDNA, além do primer T7-dT foi adicionado a reacdo um
primer que consiste em 6 bases randomicas na extremidade 3°, contendo na extremidade 5’ a
sequéncia correspondente ao promotor reconhecido pela RNA polimerase T7 (primer T7-N6,
Tabela 1, concentracdo final na reagdo de 2,5 ng/uL). A realizacdo da transcri¢do reversa com
primer randdémico € essencial, pois além de muitos INcRNAs ndo serem poliadenilados (Yang et
al., 2011), no momento da captura dos RNAs ligados a Ago2, que sdo o0 objeto de estudo deste
trabalho, muitos destes RNAs ja podem ter sido deadenilados. Foi utilizado um tempo de incubacéo
durante a transcricdo in vitro de 14 horas e somente uma etapa de amplificacéo.

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados na geracéo de bibliotecas de cDNA fita-
especificas para sequenciamento no 454/Roche. * representam ligacbes fosforotioato,
adicionadas para aumentar a estabilidade do primer. Sublinhada esta destacada a sequéncia da key

da tecnologia do 454/Roche.

Nome do
oligonucleotideo Sequéncia do oligonucleotideo iniciador (primer)
iniciador (primer)

Amplificacdo do RNA co-imunoprecipitado

T7-N6 TAATACGACT CACTATAGGGNNNNNN
Geracao de bibliotecas de cDNA fita-especificas
B-N9 C*C*T*A*TCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGNNNNN*N*N*N*N
sscDNA Oligo A-Prime C*C*A*T*CTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGNN*N*N*N*N
sscDNA Oligo A C*T*G*A*GTCGGAGACACGCAGGGATGAG*A*T*G*G
PCR-AC C*C*A*T*CTCATCCCTGCGTGTCTC*C*G*A*C

PCR-B C*C*T*A*TCCCCTGTGTGCCTTGGC*A*G*T*C
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Dois microgramas dos aRNAs (RNAs amplificados) obtidos foram submetidos a
transcricao reversa - passo 2 da figura 1- utilizado um primer (primer B-N9, Tabela 1, concentracéo
final na reagdo de 2,5ng/ulL) que consiste em 9 bases randomicas na extremidade 3’ mais uma
sequéncia de 30 bases na extremidade 5° que sera usada para anelamento a sequéncia do
oligunocleotideo ligado covalentemente as esferas durante o processo de amplificacao clonal (PCR
em emulsdo feita para aumentar a quantidade de sequéncias na superficie de esferas e permitir o
sequenciamento no equipamento 454/Roche). Para transcricdo reversa, foi utilizado o kit
SuperScript 1 First Strand Synthesis Mix (18080-400; Invitrogen) em um volume final de 20 pL,
segundo as recomendac6es do fabricante para transcri¢do reversa com primer randémico. Uma pré-
incubacdo de 3 minutos a 85°C foi introduzida no protocolo, antes da fase de anelamento, para
desnaturar completamente 0 RNA.

A reacdo de transcricdo reversa foi tratada com 4 unidades de RNase H (18021-071;
Invitrogen) e 1 ug/mL de RNase A (R4875; Sigma) por 20 minutos a 37°C e por 5 minutos a 85°C
(etapa ndo mostrada na figura 1). Em seguida, a primeira fita de cDNA gerada foi purificada
utilizando o reagente RNACIlean XP (A63987; Agencourt) com um volume correspondente a 1,8
vezes 0 volume de reacdo de transcricdo reversa e seguindo as recomendacdes do fabricante. A
primeira fita dos cONAs foi quantificada utilizando o reagente RiboGreen (R11490; Invitrogen)
conforme protocolo do fabricante e o seu perfil eletroforético foi avaliado utilizando RNA 6000
Pico Kit (5067-1513, Agilent Technologies) no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies).

Em seguida, os sscDNAs (single-stranded cDNAs) tiveram um Adaptador A de dupla fita
ligado as suas extremidades 3’ - passo 3 da figura 1. O Adaptador A contém em uma das fitas - a
que sera ligada ao sscDNA- a sequéncia de nucleotideos que sera utilizada para hibridizagao do

primer do protocolo do 454/Roche em dois momentos: primeiro, durante o processo de
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amplificacdo clonal (PCR em emulséo feita para aumentar a quantidade de sequéncias na superficie
de esferas e permitir o sequenciamento no equipamento 454/Roche) e segundo, durante o
sequenciamento propriamente dito, que ocorre na placa denominada Pico Titer Plate (PTP), dentro
do instrumento 454/Roche. O Adaptador A foi gerado por meio do anelamento do sscDNA Oligo
A (Tabela 1) com o sscDNA Prime A (Tabela 1), utilizando as seguintes temperaturas: 5 minutos
a 80°C, 7 minutos a 65°C, 7 minutos a 60°C, 7 minutos a 55°C, 7 minutos a 50°C, 7 minutos a
45°C, 7 minutos a 40°C, 7 minutos a 35°C, 7 minutos a 30°C e 7 minutos a 25°C.

A ligacédo do Adaptador A aos sscDNAs foi feita em 33 pL de reag@o contendo 3,3 pL do
10X T4 DNA Ligase Buffer (#B0202S; New England Biolabs), 6,67 uM do Adaptador A e 2.500
U da T4 DNA Ligase (#M0202S; New England Biolabs). A reacdo foi incubada por 2 horas a 16°C
e, em seguida, foram adicionados 67 pL de 1x TE (pH 8,0) para parar a rea¢do. Os sscDNAs com
0 Adaptador A ligado foram purificados utilizando o reagente RNACIlean XP (A63987; Agencourt)
com um volume correspondente a 1,8 vezes o volume de reacdo de ligacdo e seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Os sscDNAs com o Adaptador A ligado foram quantificados
utilizando o reagente RiboGreen (R11490; Invitrogen) conforme protocolo do fabricante e o seu
perfil eletroforético foi avaliado utilizando RNA 6000 Pico Kit (5067-1513; Agilent Technologies)
no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).

Em seguida, os cDNAs foram utilizados em uma PCR com 10 ciclos para garantir a
presenca do Adaptador A e do primer B em todos os cDNAs - passo 4 da figura 1. Esta reagéo de
PCR foi feita em um volume final de 50 pL contendo: 1x Advantage 2 buffer (S1799; Clontech),
Ix Advantage 2 polymerase mix (S1798; Clontech), 400 uM de dNTPs (28-4065-61; GE
Healthcare), 2 uM do Primer AC (Tabela 1) e 2 uM do Primer B (Tabela 1). A reacdo de PCR foi
feita segundo as seguintes condi¢fes: 96°C por 4 minutos, 10 ciclos de 94°C por 30 segundos e

64°C por 1 minuto, e finalmente 68°C por 3 minutos. Para purificacdo dos dscDNAs, estes foram
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submetidos a dois ciclos de tratamento com o reagente AMPure XP PCR Purification (A63881;
Agencourt) utilizando a proporgao de 0,60 uL do reagente para 1 uL de reacao de PCR (0,60:1). O
reagente contem esferas de magnetita em um tampé&o adequado para precipitacdo do DNA em sua
superficie, e a proporc¢éo entre reagente e cDNA determina uma selecdo de tamanho dos cDNAS
purificados. A proporcdo 0,6:1 usada foi ajustada para recuperar dscDNAs purificados com
tamanhos entre 300 e 1000 pares de bases. Os dscDNAs foram quantificados utilizando o reagente
PicoGreen (P7589; Invitrogen) conforme protocolo do fabricante e o seu perfil eletroforético foi
avaliado utilizando High Sensitivity DNA Kit (5067-4626; Agilent Technologies) no equipamento

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).

3.7 Sequenciamento em larga escala de RNAs longos

As bibliotecas de cDNA geradas (item 3.6) foram usadas para amplificacdo clonal das suas
sequéncias em microrreatores, de acordo com o protocolo para PCR em emulsdo em larga escala
denominado GS-FLX-Titanium-emPCR-Lib-L-LV Method. As emulsdes foram quebradas e as
esferas recuperadas. A contagem das esferas foi realizada no contador de particulas Coulter
Counter Multisizer 3, modelo Z1 (Beckman Coulter) e 2 milhGes de esferas foram depositadas em
cada uma das regides de uma PicoTiter Plate (PTP). O sequenciamento foi feito na plataforma
454/Roche, seguindo as recomendacdes do protocolo padrdo denominado GS-FLX-Titanium-
Sequencing-Method no CATG - Centro Avancado de Tecnologias em Genémica - no Instituto de

Quimica da Universidade de Sao Paulo.
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3.8 Sequenciamento em larga-escala de RNAs curtos

O sequenciamento dos RNAs curtos (< 200 nt) obtidos apds imunoprecipitacdo de Ago2 ou
imunoprecipitagcdo controle (item 3.2) foi realizado no The Scripps Research Institute, em San
Diego, California, Estados Unidos. Foram usados 15 ng dos RNAs de cada amostra como material
inicial para geracéo de bibliotecas de cDNA utilizando o protocolo denominado TruSeqg Small RNA
Sample Prep Kit (codigo de catdlogo RS-930-1012, parte numero 15004197, Illlumina). As
bibliotecas de cDNA foram separadas por eletroforese e foi recuperada a fracdo com tamanho
menor que 150 pb, que foi usada para sequenciamento. Note que depois de ligados os adaptadores
do protocolo Illumina, os mMiRNAs passam a ter 147 pb. As 6 bibliotecas, consistindo de 3 réplicas
bioldgicas de cada condicao (imunoprecipitacdo de Ago2 ou imunoprecipitacdo controle), foram
geradas com barcodes diferentes e sequenciadas em conjunto em uma canaleta do equipamento
HiSeg2000/1llumina. A analise das imagens obtidas e o base calling foram realizados pelo software
do proprio instrumento, e a separacdo das sequéncias referentes a cada biblioteca foi feita de acordo

com o barcoding.

3.9 Analises de Bioinformética
3.9.1 Anélise Bioinformética de RNAs longos

Para a identificacdo dos transcritos longos ligados ao RISC ou transcritos obtidos nas
imunoprecipitacdes controle, os reads obtidos apds o sequenciamento das bibliotecas de cDNA na
plataforma 454/Roche foram mapeados contra 0 genoma humano (versdo GRCh37/hg19, baixado

do UCSC Genome Browser, http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html). Foi utilizada a

ferramenta BLAT (Kent, 2002) e como ponto de corte sequéncias com no minimo 70 % de
cobertura e 90% de identidade. Apds o mapeamento, as sequéncias foram separadas pela fita do

genoma a qual elas alinhavam utilizando scripts em Perl desenvolvidos pelo nosso grupo. Em


http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html
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seguida, para a geracdo de sequéncias consenso (isotigs), foi realizado um assembly com as
sequéncias de cada fita separadamente, utilizando o software Newbler (versdo 2.6, Roche). Para
deteccdo dos transcritos sequenciados, os isotigs obtidos apds assembly foram mapeados nos
transcritos GENCODE (versdo 14) (Harrow et al., 2012) utilizando a ferramenta BLAT (Kent,

2002). As sequéncias obtidas foram visualizadas no site http://genome.ucsc.edu/ ap6s geracao de

tracks em formato bigBed.

Para a quantificacdo da abundéncia dos transcritos longos ligados ao complexo de
silenciamento induzido por RNA, ou transcritos obtidos nas imunoprecipitacdes controle, scripts
em Perl foram utilizados para calculo do valor de RPKM (reads per kilobase of exon model per
million mapped reads) para cada transcrito (Mortazavi et al., 2008), de acordo com a seguinte
formula:

10°C
NL

RPKM =

na qual C é o nimero de sequéncias mapeadas que se alinham a exons dos transcritos, N € o nimero
total de sequéncias mapeadas no experimento e L é a soma dos exons em pares de bases.

Essa normalizacdo permite a comparacao entre transcritos de diferentes comprimentos e
entre amostras com profundidades de sequenciamento distintas. Os transcritos GENCODE foram
mapeados em um gréfico de dispersdo utilizando a funcdo smoothScatter do programa estatistico
R (Ihaka, 1996), de acordo com a média dos seus valores de RPKM obtidos nos sequenciamentos

derivados das imunoprecipitacdes de Ago2 ou das imunoprecipitacdes controle.
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3.9.2 Andlise Bioinforméatica de RNASs curtos

As sequéncias de RNAs curtos obtidas foram inicialmente filtradas utilizando o FASTX-

Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html). Foram retiradas as sequéncias

correspondentes aos adaptadores da tecnologia Illumina, assim como sequéncias menores que 18
nucleotideos ou com qualidade inferior a Q30.

Para a identificacdo do conjunto de transcritos curtos ligados ao RISC, as sequéncias
filtradas foram alinhadas com o banco de dados de RNAs curtos presente em (Berninger et al.,
2008), que contem um amplo repertorio de RNAs curtos ja descritos. Para tanto, foi utilizado o
algoritmo Oligomap (Berninger et al., 2008) e todos os alinhamentos perfeitos ou com até 1 erro
(mismatch, insercdo ou delecdo) foram obtidos.

Para o mapeamento, identificacdo e quantificacdo de miRNAs conhecidos foi utilizado o
software miRDeep2 (Friedlander et al., 2012). Como arquivos de entrada foram usados 0 genoma

humano (verséo GRCh37/hg19, baixado do UCSC Genome Browser

http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html) e os miRNAs maduros e precursores de miRNAs
[baixados do  miRBase (Kozomara e  Griffiths-Jones,  2011), versdo 19

ftp://mirbase.org/pub/mirbase/19/].

O miRDeep2 (Friedlander et al., 2012) também foi usado para a identificacdo de possiveis
novos MiRNAs entre as sequéncias utilizando o miRDeep2 Module. Esse algoritmo extrai as
coordenadas gendmicas que flanqueiam as sequéncias de possiveis novos miRNAs e calcula as
probabilidades de que essa regido gendémica dé origem a um precursor de miRNA baseado na sua
estrutura secundaria e nas sequéncias usadas como entrada no mapeamento. O algoritmo entdo

calcula um score, que representa a probabilidade da sequéncia gendbmica ser um precursor de


http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html
http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html
ftp://mirbase.org/pub/mirbase/19/

53

miRNA, assim como 0s nimeros de possiveis miRNASs novos, falsos-positivos e falsos-negativos

identificados em cada score.

3.9.3 Identificacdo de INcRNAs como possiveis alvos de miRNAs

A fim de identificar os miRNAs possiveis reguladores dos IncRNAs encontrados como
ligados ao RISC nos sequenciamentos, foi feita uma busca no banco de dados miRCode (Jeggari
et al., 2012) pelos miRNAs que possuem sitios complementares aos INCRNAs identificados. Para
isso, foram utilizados scripts em Perl desenvolvidos pelo grupo. O miRCode (Jeggari et al., 2012)
busca computacionalmente e descreve um conjunto de possiveis sitios alvos de miRNAs no
transcritoma de RNAs ndo codificadores de proteinas longos, utilizando o GENCODE (Harrow et

al., 2012) para busca.

3.10 Crosslink and immunoprecipitation — CLIP

A técnica de CLIP (crosslink and immunoprecipitation) foi realizada segundo (Ule et al.,
2005) com algumas modificacbes, conforme descrito a seguir. Para cada experimento de CLIP,
células HeLa foram subcultivadas em duas placas de 147,8 cm? (TPP) até a densidade de saturagio
de 80%, quando entdo o meio foi descartado e as células foram lavadas duas vezes com PBS. As
células de cada uma das duas placas foram irradiadas no gelo com 300 mJ/cm? utilizando uma
incubadora Stratalinker (Catalogo 400071; Stratagene) e em seguida removidas da placa através de
raspagem com cell scraper (“rodo” de borracha) em PBS e transferidas para um tubo falcon (TPP).
Uma aliquota foi retirada de cada tubo falcon e as células foram contadas utilizando-se uma camara
de Neubauer. Em seguida, uma aliquota de volume de PBS contendo 2x107 células HeLa de cada

falcon foi centrifugada separadamente a 300 x g por 7 minutos e o sobrenadante foi removido.
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Essas aliquotas foram usadas posteriormente nas imunoprecipitacbes com o anticorpo especifico
ou com anticorpo controle. A partir desse passo foi utilizado o Magna RIP RNA-Binding Protein
Immunoprecipitation Kit (17-700; Millipore), conforme descrito no item 3.2. A diferenca é que,
durante a etapa de lavagem, o RIP Wash Buffer foi substituido pelos tampdes A (1x PBS, 0,1%
SDS, 0,5% desoxicolato e 0,5% NP-40) e B (5x PBS, 0,1% SDS, 0,5% desoxicolato e 0,5% NP-
40). Foram feitas duas lavagens com 500 pL cada do tampao A e duas lavagens com 500 pL cada
do tampdo B. Os RNAs ndo foram digeridos com RNase antes de serem isolados, para que 0s RNAs
completos fossem recuperados para quantificacdo por PCR quantitativo em tempo real, conforme

descrito no item 3.13.2.

3.11 Desenho de oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os primers utilizados para validacdo dos transcritos ligados ao RISC (RNAs obtidos nos
itens 3.2 ou 3.10) ou para quantificacdo dos RNAs ap6s superexpressdo dos miRNAs (RNAs
obtidos no item 3.14) foram desenhados no programa Primer Express versdo 3.0 (Applied

Biosystems), de acordo com os parametros padrao, e estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncias dos primers utilizados na avaliacdo da qualidade do RNA, na
validacédo da interacdo entre RNAs e complexo de silenciamento induzido por RNA e na

avaliacéo do efeito da superexpressdo de miRNAs. F:Forward; R:Reverse

Nome do
oligonucleotideo Sequéncia do oligonucleotideo iniciador (primer)
iniciador (primer)

Avaliacao da qualidade do RNA

HistoneH3_F ACGGCTCGTACAAAGCAGAC
HistoneH3_R CCGCTGAAACTTGTTCACTG
Validacgdo da interacéo entre RNAs e complexo de silenciamento induzido por RNA

Linc553_F TTCTGAGTCAGGCCAAAGGT
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Linc553 R TCGTCACCCACAACAAACTG
Linc488 F GGCATTTGCCTGCTTCATAC
Linc488 R TTGTGTTTACTGTGTGAGACAAATGA
NPM1P12_F TTGCTGCTGATGAAGATGATG
NPM1P12_R GTGCATTTTTGGCTTGGAGT
PIPSL_F CCGCTTCTTTATGTCGGACT
PIPSL_R AGCCGCTGATTGAACTCTGT
SPATA2_F AGCTCCAAGGGCTACATCAA
SPATAZ2_R TCTGCCACCTACATGGTCAA
YOD1 F ATTTTGCTGGGACTTCATGG
YOD1 R AGTGGTACCCTTGACGCTTG
TBCB_F ACGGGTTGGACGAGATATGA
TBCB_R AATGGGGTCAGGAGAAAAGG
Avaliacdo do efeito da superexpressao de miRNAs
XPO6_F GCCAACCAGAAAAGTGTGCT
XPO6_R TGTAGTAGCGCAGGTCGTTG

Validacdo da interacé@o entre RNAs e complexo de silenciamento induzido por RNA e

avaliacéo do efeito da superexpressao de miRNAs

GAPDH_R

TUG1_F TAGCAGTTCCCCAATCCTTG
TUG1_F CACAAATTCCCATCATTCCC
Ul_F GGGAGATACCATGATCACGAAGGT
Ul_R CCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCC
GAPDH_F GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC
ACGACCAAATCCGTTGACTC




56

3.12 Transcricdo Reversa e Sintese de cDNA

Para a transcri¢do reversa e sintese de cDNA fita simples, foram utilizados 5 puL da
suspensdo de RNAs co-imunoprecipitados obtidos nos itens 3.2 ou 3.10 ou 1 ug de RNA total de
cada condigédo experimental obtidos no item 3.14. Cada amostra foi transcrita com o kit SuperScript
I11 First Strand Synthesis Mix (18080-400; Invitrogen), utilizando primers hexameros randémicos
em um volume final de 20 pL, segundo as recomendagdes do fabricante. Uma pré-incubacdo de 3
min a 85°C foi introduzida no protocolo, antes da fase de anelamento, para desnaturar

completamente 0 RNA.

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

3.13.1 PCR
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 1 U de Taq Polimerase
(GoTaqg Green Master Mix; Promega), segundo as instrucdes do fabricante. Foram utilizados 250
ng de DNA gendmico de células HeLa como controle positivo da reacdo e &gua DEPC (Invitrogen)
como controle negativo. O produto da reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,7%
contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio em tampao TAE (40mM Tris-Acetato, ImM EDTA). O
produto da reagdo 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).

3.13.2 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

As reacdes da PCR quantitativa em tempo real (QPCR) foram feitas em triplicata em um

volume de 20 pL contendo 10 pL de Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems), 5 pL de reacéo
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contendo o cDNA da transcri¢do reversa (diluido 1:2 para transcricdo reversa dos RNASs co-
imunoprecpitados e diluido 1:6 para transcricdo reversa de RNAs totais) e 3,2 UM de primers
Foward e Reverse especificos para cada gene (Tabela 2). A reacdo foi realizada no equipamento
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando os parametros padrao 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 cONA
ou DNA gendmico. Quanto menor o Ct, mais expresso é o transcrito. Para tornar as medidas de
expressao comparaveis entre as amostras, usa-se como referéncia o Ct de um transcrito
(normalizador) que ndo tenha sua expressao alterada nas diferentes condicGes de estudo. Para os
experimentos de RIP e CLIP, utilizou-se o transcrito U1 como normalizador, um RNA que faz
parte do spliceossomo e que ndo é esperado se ligar a Ago2. Para 0s experimentos de
superexpressdo de miRNAs, foi utilizado o GAPDH como normalizador.

Calculou-se o delta-Ct (ACt) pela diferenga entre a média das triplicatas (réplicas técnicas)
do Ct do transcrito em andlise € o Ct médio do normalizador. A partir dos valores de ACt calcula-
se o0 valor de delta-delta-Ct (AACt) que consiste na subtracdo do ACt obtido nas diferentes
condicdes testadas (RIP-Anti-Ago2 e RIP-Controle, por exemplo). A diferenca de expressédo
relativa do gene em estudo, fold change, é calculada como 244,

A significancia estatistica da diferenca de expressdo dos transcritos testados por gPCR
entre condigdes distintas (imunoprecipitacdo com anticorpo anti-Ago2 versus imunoprecipitacdo
controle ou tratamento com miRNA teste versus tratamento com miRNA 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

condicdo, referentes a pelo menos 3 réplicas biologicas.
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3.14 Superexpressao de miRNAs

Células HeLa foram crescidas em garrafas de 25 cm? (Sarstedt) em meio DMEM (Cultilab)
suplementado com SFB (Cultilab) 10%, 1,2 g/L de bicarbonato de sodio, 4,2 g/L de glicose e com
os antibidticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Quando atingiram a
confluéncia de 30%, as células foram lavadas com PBS e meio DMEM sem antibidtico foi
adicionado. Em seguida, as células foram transfectadas com 25 nM de cada um dos miRNAs
mimics: mirVana™ miRNA mimic hsa-miR-148b (MC10264, #4464066, Life Technologies) ou
mirVana™ miRNA mimic Negative Control #1 (#4464058; Life Technologies) separadamente,
utilizando o reagente Lipofectamine™ RNAIi Max (13778150; Life Technologies).

Apo0s 24 horas, as células foram lavadas com PBS e descoladas da superficie da garrafa por
tratamento com 0,1% de tripsina seguido da adi¢do de meio de cultura contendo SFB. Em seguida,
as células foram sedimentadas por centrifugacdo a 300 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi
removido. Os sedimentos das células foram lavados com PBS, as células foram novamente
centrifugadas a 300 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Os sedimentos de células
foram mantidos a -80°C até extracdo do RNA. O RNA foi extraido conforme descrito no item 3.3,
sua integridade foi atestada de acordo com a descricdo do item 3.4 e a quantificagdo dos transcritos

de interesse foi feita de acordo com o item 3.13.2.


http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/13778150
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4. RESULTADOS

4.1 Imunoprecipitacdo do complexo de silenciamento induzido por RNA contendo a
proteina Argonauta2

A fim de buscarmos IncRNAs possiveis alvos de miRNAs de maneira direta, recuperamos
0s RNAs longos obtidos pela imunoprecipitacdo nativa (RIP, RNA-binding protein
immunoprecipitation) do complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, RNA-induced
silencing complex), a partir do lisado de células de adenocarcinoma de cérvix HelLa em cultura.
Para alvo da imunoprecipitacdo, escolnemos como componente do RISC a proteina Ago2, pois
apesar dos relatos de que as quatro proteinas argonautas de humanos compartilham os mesmos
miRNAs (Wang et al., 2012), Ago2 ¢ a Unica argonauta com capacidade de clivagem do alvo em
mamiferos (Liu et al., 2004; Meister et al., 2004), e é capaz de se associar com a maioria dos
miRNAs em alguns tecidos (Wang et al., 2012). A linhagem HeLa teve seu genoma, epigenoma e
transcritoma recentemente analisados (Adey et al., 2013; Landry et al., 2013), e tem sido utilizada
na comunidade cientifica como modelo no estudo das relaces entre miRNAs, proteinas argonauta
e RNAs-alvo (Janas et al., 2012).

Utilizamos anticorpo anti-Ago2 nas imunoprecipitacdes e, em paralelo, foram feitas
imunoprecipitacdes controle, nas quais foi utilizado anticorpo 1gG normal de camundongo ndo-
imunizado, a fim de se avaliar a contribuicdo de interacdes inespecificas para a recuperacdo de
RNAs durante o ensaio. A figura 2 mostra a imunoprecipitacdo de Ago2, assim como o perfil
eletroforético dos RNAs longos extraidos e purificados dos imunoprecipitados, tanto no ensaio

controle quanto no ensaio com anticorpo anti-Ago2.
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Figura 2. Imunoprecipitacdo em células HelLa da proteina Argonauta2, que é parte do
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), e caracterizagdo dos RNAs longos co-
imunoprecpitados. A. Western blot do conteido de proteinas imunoprecipitadas no ensaio RIP. As fragbes
retiradas ap0s imunoprecipitagdo com anticorpo anti-Ago2 (RIP-Anti-Ago2) ou com 1gG normal de
camundongo ndo-imunizado (RIP-Controle), ou 1% da fragdo inicial, denominada ‘“Proteina Input” foram
corridos em gel de SDS-PAGE e as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose que
foi incubada com o anticorpo anti-Ago2, e revelada com anticorpo secundario fluorescente. Uma banda de
aproximadamente 100 kDa foi detectada nas amostras RIP-Anti-Ago2 e 1% Input, mas ndo na fragdo
imunoprecipitada com IgG normal de camundongo nao-imunizado. B. Os painéis representam o perfil
analitico dos RNAs purificados a partir da fracdo imunoprecipitada com anticorpo anti-Ago2 ou com IgG
normal de camundongo néo-imunizado; foram analisados 3 ng de cada RNA em eletroforese capilar no
equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) usando-se o chip RNA 6000 Pico Kit,
adequado para detectar RNAs com tamanhos entre 200 e 6000 nt. O pico em 25 nt é um marcador adicionado

a cada amostra, que é usado pelo instrumento para definir o tamanho minimo detectado na corrida.

Apo6s as imunoprecipitacdes, os RNAs longos co-imunoprecipitados obtidos foram
identificados por meio de sequenciamento em larga escala na plataforma 454/Roche (RIP-Seq),
conforme realizado para outros complexos ribonucleoprotéicos (Zhao et al., 2010). Como a
plataforma 454/Roche né&o possui protocolo para geragéo de bibliotecas de cDNA direcionadas, foi

desenvolvido um método, conforme descrito na proxima secao.
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4.2 Desenvolvimento de método de geracgdo de bibliotecas fita-especificas para
sequenciamento de RNAs longos no 454/Roche

A plataforma 454/Roche n&o possui protocolo para geracdo de bibliotecas de cDNA fita-
especificas. As primeiras indicaces de preparagdo de bibliotecas de cDNA, segundo o protocolo
padrdo da 454/Roche denominado GS-FLX Titanium General Library Preparation Method
sugeriam que a primeira fita do cDNA fosse gerada com oligonucleotideo oligod(T) e que, apds a
geracdo da segunda fita do cDNA, o cDNA dupla-fita fosse nebulizado e os fragmentos tivessem
as suas extremidades polidas. Em seguida, adaptadores sem direcionalidade eram ligados as
extremidades 5° ¢ 3’ dos cDNAs. Além de nado fornecer a direcionalidade dos cDNAs
sequenciados, este método foi reportado na literatura como sendo ineficiente ao gerar perdas
excessivas (Maricic e Paabo, 2009). Além disso, este método também requer a titulacdo em
pequeno volume de emPCR, para que seja encontrada a proporcao ideal entre 0 nimero de cdpias
de cDNA e o nimero de esferas no protocolo da 454/Roche. Esta proporcao ideal € usada no passo
de emPCR em larga escala para geracdo das esferas contendo, em cada esfera, varios bilhdes de
copias da mesma molécula de cDNA; as esferas serdo usadas posteriormente no sequenciamento.
Foi mostrado que esta etapa de titulacdo apresenta comportamento irregular e pouco confiavel
quando é utilizado cDNA (Sandberg et al., 2009).

Com o aprimoramento da tecnologia 454/Roche, foi lancado um novo protocolo
denominado GS-FLX Titanium-cDNA Rapid Library Preparation Method, que reduziu as perdas
durante o processo de geracdo das bibliotecas de cDNA. No entanto, este protocolo também néo
permite a geracdo de bibliotecas de cDNA direcionadas, e ainda requer a titulagéo da biblioteca
de cDNA em pequeno volume de emPCR.

Como a direcionalidade dos RNAs é uma informacdo importante na identificagdo e

caracterizacdo de IncRNAs, as limitagOes citadas dos protocolos 454/Roche para construgéo de
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bibliotecas de cDNA fita-especificas nos impulsionaram a desenvolver um método de geracdo de
bibliotecas de cDNA direcionadas.

Para o desenvolvimento do método proprio, inicialmente nds nos inspiramos em duas
publicacBes que relatavam a geracdo de bibliotecas de cDNA direcionadas para sequenciamento
na plataforma 454/Roche. Uma destas publicacdes realizava o sequenciamento do genoma
completo de RNA do virus HIN1 (Simons e Hutchison, 2007), enquanto a outra tratava do
sequenciamento do transcritoma de células ndo tumorais e tumorais derivadas de tecido prostatico
humano para deteccdo de genes de fusdo (Maher et al., 2009). Neste método, os RNAS poliA+ sdo
fragmentados por hidrélise alcalina e em seguida é realizada transcricdo reversa com
oligonucleotideos randémicos para geracdo de cDNAs fita-simples. A estes cDNAs fita-simples
sdo ligados adaptadores A e B dupla-fita com orientacdo especifica: o adaptador A possui uma
extremidade 5’ ndo pareada composta de cinco nucleotideos, permitindo a sua ligagdo as
extremidades 3° de cDNAs fita-simples, enquanto o adaptador B possui uma extremidade 3’ nao
pareada composta de cinco nucleotideos randomicos, permitindo a sua ligacdo as extremidades 5’
de cDNAs fita-simples (Maher et al., 2009). Por fim, o cDNA fita-simples é amplificado em uma
reacdo de PCR com 20 ciclos, usando primers complementares aos adaptadores A e B para garantir
que os cDNAs obtidos tenham os dois adaptadores, um em cada extremidade. E importante notar
que, devido a baixa eficiéncia da reacdo da enzima DNA ligase nestas condi¢Ges, uma fracdo
consideravel dos cDNAs contém apenas um adaptador em uma das extremidades, ou mesmo
nenhum adaptador (Maricic e Paabo, 2009), e esta fracdo € varidvel entre os experimentos, dai
sendo necessaria a titulagéo de cada biblioteca por PCR de emulsdo em pequena escala.

Este método alternativo de geracdo de bibliotecas de cDNA para sequenciamento no

454/Roche traz as seguintes vantagens:
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a_

as sequéncias sao geradas de forma direcionada, ou seja, elas contém a informacao de qual
fita do DNA gendmico (senso ou antisenso) gerou o RNA, ja que os adaptadores A e B
foram ligados ao cDNA com orientacdo especifica;

obtém-se uma cobertura mais uniforme do gene por ser utilizado oligonucleotideo
randémico durante a transcricdo reversa (Wang et al., 2009);

com a amplificacdo por PCR, em uma etapa anterior a emPCR, todos os cDNAs gerados e
aplicados as esferas da emPCR terdo os dois adaptadores em suas extremidades. A garantia
da presenca dos dois adaptadores nas extremidades de todas as moléculas de cDNA descarta
a necessidade da etapa de titulacdo em pequeno volume de PCR de emulsdo, pois com um
adaptador em cada extremidade da molécula de cDNA dupla-fita, necessita-se de apenas 2
cbpias de DNA por esfera no passo de PCR de emulsdo em larga escala. Essa propor¢édo
esta relacionada ao fato de que apenas uma das duas fitas é a fita a ser sequenciada (pois
apenas uma das fitas contem o primer A na extremidade 5°; a outra fita contem o primer B
na extremidade 5 e ndo pode ser sequenciada).

Este método foi usado com sucesso na descri¢do do perfil transcricional de vermes adultos

machos de Schistosoma mansoni pelo nosso grupo (Almeida et al., 2012). As analises realizadas

nesse trabalho (Almeida et al., 2012) confirmaram a transcrigdo em 990 regides nas quais 0S genes

eram somente preditos, corrigiram predicdes génicas erroneas e catalogaram 2.185 novas unidades

transcricionais em regifes intrénicas ou intergénicas do genoma desse parasita. Estas novas

unidades transcricionais podem representar novos INcRNAs, UTRs de genes codificadores de

proteinas ou novos genes codificadores de proteinas.

a-

Entretanto, esse método também apresenta as seguintes desvantagens:
a forma de ligacao dos adaptadores com orientacao especifica ndo é 6tima para as condigdes

de sequenciamento, e pode levar a um enriquecimento na regido 3’ dos transcritos . O
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adaptador A € ligado na extremidade 5" do cDNA fita-simples (equivalente a extremidade
3’ do RNA). Como o sequenciamento 454/Roche tem inicio a partir do primer A, muitas
vezes a leitura inicia-se pelo equivalente a cauda poli-A dos RNAs. Assim, as sequéncias
geradas nesse método tendem a apresentar um enriquecimento na regido 3’ dos transcritos.
Outra desvantagem é que o tratamento dos dados feito pelo sequenciador 454/Roche, nos
primeiros ciclos de sequenciamento, envolve uma normalizacgéo do sinal utilizando a leitura
da luminescéncia dos primeiros 10 ciclos. Deste modo, ocorre uma interferéncia prejudicial
na normalizacdo do sinal durante os primeiros ciclos de sequenciamento quando existe uma
cauda poli-A muito longa em muitas das sequéncias, pois este trecho de homopolimero gera
um sinal muito intenso com viés para a base A (adenosina);

0 uso de um alto namero de ciclos (20 ciclos) durante a amplificacéo da biblioteca por PCR
pode levar uma distor¢do da abundancia relativa dos transcritos conforme descrito para
bibliotecas sequenciadas na plataforma Illumina em (Mamanova et al., 2010);

por fim, sabe-se que a enzima transcriptase reversa é capaz de gerar uma segunda fita
espuria de cDNA através da sua atividade de DNA polimerase dependente de DNA
(Spiegelman et al., 1970). O inicio da polimerizacdo da segunda fita de cDNA a partir da
primeira fita do cDNA pode ocorrer tanto por uma volta na extremidade 3’ da primeira fita
do cDNA quanto pelo uso de fragmentos de RNA ou do proprio primer usado na reagdo de
transcrigdo reversa (Gubler, 1987). Portanto, neste método, caso a transcriptase reversa gere
a segunda fita do cDNA a partir da primeira fita do cONA, os adaptadores A e B poderéo
se ligar nas extremidades 3’ € 5°, respectivamente, das moléculas da segunda fita do cDNA.

Isso levaré ao sequenciamento de moléculas de forma invertida.
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Visando a resolucdo das desvantagens citadas acima, desenvolvemos um novo método de

geracdo de bibliotecas de cDNA direcionadas para sequenciamento no 454/Roche (figura 1 da

secdo 3.6), com as modificacBes descritas a sequir:

a_

para evitar os problemas gerados pela baixa eficiéncia de ligacdo dos adaptadores e para
controlar a extremidade na qual o adaptador A € adicionado, elaboramos uma nova forma
de incorporacao destes adaptadores aos cCDNAs. Assim, a transcri¢do reversa passou a ser
feita com oligonucleotideos randoémicos que ja contém na sua extremidade 5’ a sequéncia
do primer B do protocolo 454/Roche (primer B-N9, tabela 1, item 3.6). Com essa alteracéo,
dois problemas foram contornados: um deles é evitar uma etapa limitante do processo que
é a baixa eficiéncia da T4 DNA Ligase que acrescentava os adaptadores A e B (Maricic e
Paabo, 2009). Neste novo método (figura 1 da secdo 3.6), s6 ocorre a ligacdo do adaptador
A, visto que o adaptador B ja esta incorporado ao oligonucleotideo randémico usado
durante a transcricdo reversa. Além disso, o forte sinal da cauda poli-A no inicio dos ciclos
de sequenciamento passa a ser evitado, uma vez que a leitura inicia-se na extremidade em
que esta o primer A e termina na extremidade em que esta o primer B e, neste novo método,
o primer B encontra-se incorporado ao oligonucleotideo randémico, localizando-se
portanto na extremidade correspondente ao 3’ do RNA (veja figura 1, no item 3.6). Dessa
forma, quando houver cauda poli-A em um fragmento de RNA, esta sera a Ultima regido a
ser sequenciada e ndo ird interferir na normalizacdo do sinal; no maximo sera considerada
pelo software do sequenciador como uma regido homopolimérica de baixa qualidade na
sequéncia;

para evitar a distor¢ao na abundancia relativa dos transcritos, reduziu-se o namero de ciclos
da etapa final de PCR. Ap0s a sintese da primeira fita do cDNA, o adaptador A dupla fita

¢ ligado a extremidade 3’ do cDNA, que corresponde a extremidade 5° do RNA. Em
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seguida, os cDNAs sdo submetidos a uma PCR de 10 ciclos, tanto para garantir a presenca

dos dois adaptadores nas duas extremidades dos cDNAs, quanto para gerar a segunda fita

do cDNA. Essa etapa de geracdo da segunda fita do cDNA se faz necessaria, pois € esta fita
que ira parear nas esferas, visto que o oligonucleotideo ancorado as esferas possui a mesma
sequéncia do primer B incorporado ao oligonucleotideo randémico usado na geracao da

primeira fita do cDNA. O uso de 10 ciclos na reacdo de PCR possivelmente diminui a

distorcao na abundancia dos transcritos quando comparado a bibliotecas geradas com 20 de

ciclos de PCR;

c- para evitar a perda de fragmentos curtos gerados durante a lise alcalina do RNA e
consequentemente a perda de amostragem de algumas regides dos transcritos, a etapa de
lise foi eliminada do protocolo.

Este novo método foi usado com sucesso na analise da expressdao génica diferencial entre
vermes adultos machos, vermes adultos fémeas e ovos de Schistosoma mansoni pelo nosso grupo
(DeMarco et al., 2013). Os RNAs poliA+ destes diferentes estagios foram extraidos e utilizados
para a geracdo de bibliotecas de cDNA de acordo com o novo método acima descrito, o que
permitiu a identificacdo de transcritos e vias diferencialmente ativados nos distintos estagios do
parasita (DeMarco et al., 2013).

Além de introduzir as vantagens descritas acima em relacdo ao método de (Mabher et al.,
2009), o novo método desenvolvido ainda manteve as propriedades de maior cobertura dos
transcritos (em funcéo da utilizacéo de oligonucleotideos randémicos durante a transcri¢do reversa)
e de eliminacdo da etapa de titulacdo (em decorréncia da PCR final de 10 ciclos que garante
adaptadores nas duas extremidades dos cDNAs e permite a utilizacdo de 2 cdpias de cDNA por

esfera).
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Para confirmar que a propor¢do de 2 copias de cDNA por esfera no novo método era
efetivamente a ideal, foi realizada a titulacdo da biblioteca gerada com os RNAs poliA+ de vermes
adultos machos de Schistosoma mansoni em pequeno volume de emPCR (tabela 3). Na titulacéo,
foram utilizadas diferentes proporcées de moléculas de cDNA para esferas, e foi medido o
enriquecimento de esferas positivas de acordo com o protocolo GS-FLX-Titanium-emPCR-Lib-L-
SV. O metodo de titulacdo indicado no protocolo da 454/Roche descreve que foi determinado
experimentalmente que um enriquecimento em torno de 8% de esferas positivas é o enriquecimento
ideal para que se alcance 1 copia “efetiva” de DNA por esfera; este enriquecimento de 8% foi

obtido com 2 copias de cDNA por esfera (Tabela 3), como esperado.

Tabela 3. Titulagdo da proporcao de moléculas de cDNA que devem ser ligadas as
esferas para obtencdo de complexos cDNA:esferas eficientes para sequenciamento. Foram
utilizados os cDNAs gerados pelo método desenvolvido neste trabalho, a partir de RNAs poliA+
extraidos do verme adulto macho de Schistosoma mansoni. Para cada proporcdo de cDNA:esferas,

foi quantificada a porcentagem de esferas enriquecidas, segundo o protocolo 454/Roche.

Proporcédo de cDNA:esferas Porcentagem obtida de

(Copies per bead, cpb) esferas enriquecidas
1 6,15
2 8,15
4 10,4
6 23,4

Para avaliar o desempenho deste novo método frente aos eventos de geracédo de segunda
fita espdria de cDNA pela transcriptase reversa, foram comparadas as proporgdes de transcritos
antissenso invertidos entre as bibliotecas sequenciadas em (Almeida et al., 2012) que foram
geradas segundo o método descrito em (Maher et al., 2009), com as bibliotecas analisadas em

(DeMarco et al., 2013), que foram geradas com o novo método aqui desenvolvido. Para isso, foi
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calculada a proporcéo de transcritos supostamente antissenso que mapeava em transcritos contendo
multiplos exons, e que apresentavam splicing com as bordas intron/exon exatamente nos mesmos
locais da sequéncia, porém na fita oposta. Sabe-se que o par aceptor/doador canénico de splicing
(GT/AG) nédo ocorre de maneira invertida (CT/AC) e que, portanto, os supostos RNASs antissenso
que apresentavam tal padrdo de splicing representam um artefato de geracao da biblioteca.
Enquanto as bibliotecas geradas com o novo método desenvolvido (DeMarco et al., 2013)
apresentaram uma proporcdo média de transcritos antissenso invertidos de 0,5% dos transcritos
antissenso spliced, as bibliotecas geradas com o método anterior (Almeida et al., 2012) tiveram a
proporcao de 5% de transcritos antissenso invertidos em relacéo a todos os transcritos antissenso
spliced daquelas bibliotecas. Esse dado demonstra que a modificacdo na forma de adi¢do dos
adaptadores ao cDNA, mais precisamente a incorporacdo do primer B durante a etapa de
transcricao reversa e o estabelecimento de um Unico evento de ligacdo do adaptador A, levou a um
significativo aumento na acuracia da determinacédo de direcionalidade dos transcritos obtidos e no

desempenho do novo método desenvolvido.
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4.3 ldentificacdo de IncRNAs ligados ao complexo RISC

Para a identificacdo de IncRNAs ligados ao complexo RISC e regulados por miRNAs, 0s
RNAs longos obtidos a partir das fragcbes imunoprecipitadas com anticorpo anti-Ago2 (RIP-Anti-
Ago2) ou com IgG normal de camundongo ndo-imunizado (RIP-Controle) (item 4.1) foram usados
na geracdo de bibliotecas de cDNA de acordo com o novo método descrito no item anterior.

O método desenvolvido para geracdo de bibliotecas de cDNA direcionadas para
sequenciamento no 454/Roche foi novamente validado por meio da titulacdo destas bibliotecas de
cDNA de acordo com o protocolo denominado GS-FLX-Titanium-emPCR-Lib-L-SV. Apds a
titulacdo e enriquecimento, confirmou-se que a proporcéao de 2 copias de cDNA por esfera levou a
um enriquecimento de aproximadamente 8% de esferas, e que portanto esta propor¢do gera uma
suspensdo de esferas prontas para sequenciamento no 454/Roche. Deste ponto em diante, as
titulagbes foram dispensadas.

Para sequenciamento, foram geradas duas bibliotecas de cada condi¢do (2 réplicas
biolégicas de RIP-Anti-Ago2 e 2 réplicas bioldgicas de RIP-Controle). Estas bibliotecas foram
utilizadas na PCR de emulsdo em larga escala de acordo com o protocolo denominado GS-FLX-
Titanium-emPCR-Lib-L-LV e em seguida foram sequenciadas no instrumento 454-GS-FLX. A
tabela 4 mostra a quantidade de sequéncias somadas das duas corridas para cada condi¢do e o

tamanho médio dessas sequéncias.
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Tabela 4: Numero e tamanho médio das sequéncias obtidas a partir das amostras de
RNAs longos co-imunopreciptados com anticorpo anti-Ago2 (RIP-Anti-Ago2) ou no ensaio

controle (RIP-Controle).

Amostra Sequéncias com Phred Tamanho médio das sequéncias
(pares de bases)
Quality Score maior que Q20

RIP-Anti-Ago2 1.539.938 343

RIP-Controle 738.982 347

Apdbs o sequenciamento das amostras de RNAs longos (item 3.7), foram feitas analises
(item 3.9.1) para detectar os transcritos longos codificadores e ndo-codificadores de proteina
ligados ao complexo RISC na linhagem celular HeLa. Para determinacdo de um limiar a partir do
qual um transcrito poderia ser considerado como ligado ao RISC, foram estabelecidos: 1- um
nimero minimo de sequéncias por transcrito para que cada transcrito fosse considerado detectado
acima do ruido e 2- um enriquecimento de sequéncias do transcrito nos sequenciamentos RIP-Anti-
Ago2 em relacdo aos sequenciamentos RIP-Controle.

Para ser considerado como detectado acima do ruido, cada transcrito deveria ser detectado
em pelo menos um dos dois sequenciamentos de cada tipo (RIP-Anti-Ago2 ou RIP-Controle) com
mais de 3 sequéncias, ou ser detectado nos dois sequenciamentos do mesmo tipo (RIP-Anti-Ago2
ou RIP-Controle) com mais de uma sequéncia em cada. A figura 3A mostra 0 nimero de transcritos
GENCODE (Harrow et al., 2012) ndo detectados em nenhum sequenciamento, assim como o
numero de transcritos detectados somente na RIP-Anti-Ago2, somente na RIP-Controle ou em
ambos 0s sequenciamentos. A figura 3B mostra as classes dos transcritos detectados

exclusivamente nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2.
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Figura 3. Deteccéo dos transcritos anotados no GENCODE v.14 (Harrow et al., 2012) nos
sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 e RIP-Controle. A. Sdo apresentados 0 nimero de transcritos ndo
detectados em nenhum sequenciamento, assim como o numero de transcritos detectados somente na RIP-
Anti-Ago2, somente na RIP-Controle ou em ambos o0s sequenciamentos. B. Os numeros de transcritos

detectados somente nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 sdo mostrados de acordo com as suas classes.

Para determinacdo do enriquecimento dos transcritos nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2
em relagcdo aos sequenciamentos RIP-Controle, um pardmetro Util para aqueles detectados em
ambas as condigdes, foi calculado o valor de RPKM (reads per kilobase of exon model per million
mapped reads) (Mortazavi et al., 2008) para cada transcrito. O célculo do RPKM permite a
comparagdo dos valores de enriquecimento entre diferentes transcritos de diferentes
sequenciamentos, pois faz a normalizagéo pelo tamanho de cada transcrito e pela profundidade do
sequenciamento (nimero de sequéncias) de cada biblioteca.

A figura 4 mostra a distribui¢do dos 32.185 transcritos anotados no GENCODE (Harrow et
al., 2012) em um gréfico de dispersdo, de acordo com as médias dos seus valores de RPKM nos

sequenciamentos RIP-Controle (eixo x) e RIP-Anti-Ago2 (eixo y). Transcritos ndo detectados em
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nenhum sequenciamento, com valores de RPKM de zero ou muito préximo de zero representam o
maior grupo (“nuvem” azul proxima de [0,0]). Transcritos com valores de x iguaiS a zero e com
valores de y diferentes de zero indicam a populacdo de transcritos detectados como ligados
exclusivamente ao RISC (pontos que formam a linha vertical que aponta para [0,0]).

Assim, foi encontrado um conjunto de 2.940 transcritos com um enriquecimento maior ou
igual a quatro vezes em relacdo ao RIP-Controle (a esquerda e acima da linha vermelha “Linha de
Enriquecimento (4:1)”, figura 4) que foi considerado como ligado ao RISC. Destes 2.940
transcritos, 2.046 foram detectados exclusivamente no ensaio RIP-Anti-Ago2 e 894 transcritos
foram encontrados com enriquecimento maior ou igual a quatro vezes na fracdo RIP-Anti-Ago2
em relacdo ao RIP-Controle.

Foi encontrado outro conjunto, que corresponde a 2.438 transcritos com enriquecimento
entre 1 e 4 em vezes na fracdo RIP-Anti-Ago2 em relacdo ao RIP-Controle (regido entre a linha
vermelha e a linha preta no gréfico, figura 4); decidimos ndo analisar mais este conjunto,
considerado de baixo enriquecimento. O terceiro conjunto compreende 26.807 transcritos ndo
enriquecidos na RIP-Anti-Ago2 (regido abaixo da linha preta no gréfico, figura 4), dos quais 18.487
transcritos ndo foram detectados em nenhum sequenciamento (nuvem azul proxima a [0,0]), 1.191
transcritos foram detectados somente na RIP-Controle e 7.129 transcritos foram detectados na RIP-
Controle e também na RIP-Anti-Ago2 com enriquecimento menor que 1.

No total, foram detectados 12.507 transcritos em pelo menos um sequenciamento RIP-Anti-
Ago2, incluindo mRNAs codificadores de proteinas e INcCRNAs, sendo 2.940 transcritos detectados
exclusivamente na RIP-Anti-Ago2 ou com um enriquecimento maior ou igual a quatro vezes em
relacdo ao RIP-Controle, que s&o os de interesse em nosso trabalho. Além disso, foram detectados

outros 2.438 transcritos com baixo enriquecimento, entre 1 e 4 em vezes em relacdo ao RIP-
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Controle, e 7.129 transcritos foram detectados na RIP-Anti-Ago2 com enriquecimento menor que

1.
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Figura 4. Transcritos presentes na versdo 14 do banco de dados GENCODE (Harrow et al.,
2012) e detectados nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 e/ou RIP-Controle. Estdo mostrados todos 0s
transcritos detectados nos sequenciamentos e que estdo anotados no GENCODE, incluindo mRNAs
codificadores de proteinas e IncRNAs. A abundancia dos transcritos detectados nos sequenciamentos RIP-
Anti-Ago2 e/ou RIP-Controle foi avaliada por meio do célculo do valor de RPKM (reads per kilobase of
exon model per million mapped reads) para cada transcrito. O grafico de dispersdo mostra cada transcrito
(pontos azuis) de acordo com seus valores de RPKM no sequenciamento RIP-Anti-Ago2 (eixo y) e no
sequenciamento RIP-Controle (eixo x). A linha pontilhada preta mostra a relacdo de abundancia 1:1

(Ago2:Controle), ou seja, auséncia de enriquecimento. A linha vermelha mostra a relagdo 4:1
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(Ago2:Controle), tomada como o limite para ser considerada como evidéncia de enriquecimento - segundo
(Zhao et al., 2010). Os quatro INcRNAs selecionados como de interesse estéo coloridos em verde, e possuem
uma relacdo Ago2:Controle bem acima do limite arbitrario 4:1. Um pseudogene de interesse (lilas) e dois
genes codificadores de proteina selecionados como controle (laranja) também estdo indicados, um controle

positivo e outro controle negativo.

Com relacgdo aos IncRNAs, foram encontrados 686 transcritos correspondendo a INCRNAs
entre os 2.940 transcritos detectados com um enriquecimento maior ou igual a quatro vezes em
relacdo ao RIP-Controle, dos quais 664 IncRNAs foram encontrados exclusivamente nos
sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 e 22 IncRNAs foram encontrados com um enriquecimento maior
ou igual a quatro vezes em relacdo ao RIP-Controle.

Esse conjunto de 686 IncRNAs foi considerado como ligado ao RISC e compreende 271
RNAs antissenso, 244 lincRNAs, 155 pseudogenes, 4 RNAs anotados como ncRNAs e 12
transcritos que geram miRNAs. A lista dos 686 INCRNAs considerados ligados ao RISC e a
abundancia relativa de transcritos (RPKM) detectados na fracéo ligada ao RISC para cada INCRNA

esta apresentada no Apéndice 1.

4.4 Validacado da interacdo entre INcRNAs e o complexo RISC

A fim de validarmos a interacdo entre 0s RNAs longos detectados nos sequenciamentos
RIP-Anti-Ago2 e o complexo RISC, foram realizadas novas imunoprecipitacdes nativas e os niveis
de alguns RNAs selecionados foram medidos por gPCR. Foram escolhidos e validados dois
InNcRNAs intergénicos enriquecidos nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 que possuem fungdes
parcialmente descritas na literatura: TUG1 e H19 (figura 5A). TUG1 é um lincRNA induzido por
p53 em resposta ao dano do DNA (Guttman et al., 2009), que se ligaa PRC2 (Polycomb Repressive

Complex 2) e esta envolvido na regulacao de genes que controlam o ciclo celular e apoptose (Khalil
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et al., 2009). H19 é um lincRNA com efeito de supressdo tumoral tanto in vitro quanto in vivo,
cujo mecanismo de acdo esta envolvido com a geracdo do miR-675 (Keniry et al., 2012) e que
recentemente foi mostrado agir como esponja dos miRNAs da familia let-7 (Kallen et al., 2013).
Outros dois lincRNAs com funcdes ainda desconhecidas (lincRNA-RP11-553L6.5 e lincRNA-
RP11-488L18.10), detectados exclusivamente nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2, também
foram validados (figura 5A).

Nos ultimos anos, pseudogenes tém sido implicados na regulacdo de transcritos
codificadores de proteinas ao competirem com um mRNA pelos miRNAs que o alvejam (Ebert e
Sharp, 2010). O pseudogene NPM1P1,2 detectado nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 foi
validado por RIP-qPCR (figura 5B). Também foram escolhidos e validados um mRNA detectado
exclusivamente nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 (SPATA2) e um mRNA (YODL1) enriquecido
nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 (figura 5C). Como controle negativo, um mRNA ndo
enriquecido no sequenciamento RIP-Anti-Ago2 (TBCB) também foi testado e ndo mostrou

enriquecimento significativo na nova imunoprecipitacdo com anticorpo anti-Ago2 (figura 5C).
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Figura 5. Validacdo por RNA-binding protein immunoprecipitation (RIP) seguido por PCR
guantitativo em tempo real (RIP-gPCR) da interagdo entre RISC e RNAs longos selecionados. (A)
lincRNAs, (B) pseudogenes e (C) RNAs codificadores de proteinas enriquecidos nos sequenciamentos RIP-
Anti-Ago2 foram isolados por RIP e sua abundancia na fracdo RIP-Ago2 relativa ao RIP-Controle foi
medida por gPCR. Em (C) estd mostrado também o gene TBCB, que foi escolhido como controle negativo,
e que o método de RIP-gPCR confirmou como ndo significativamente enriquecido. Os dados mostram a

média = D.P. de trés a quatro réplicas bioldgicas.

A validacgéo da interacdo entre RISC e os RNAs longos encontrados como enriquecidos no
sequenciamento RIP-Anti-Ago2 também foi realizada por meio de outro método de
imunoprecipitacdo denominado CLIP (crosslink and immunoprecipitation), sequido de gPCR. O
método CLIP (Ule et al., 2005) é usado como um ensaio alternativo mais estringente para testar as
interacbes RNA-proteina in vivo, e esta baseado na habilidade do UV-254 nm ligar covalentemente

0 RNA a proteina. Como o crosslink ocorre somente a curtas distancias, e como neste método 0s
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complexos sdo lavados com altas concentracGes de sal, € possivel se detectar com mais preciséo as
interacdes diretas entre RNA e proteina, podendo-se evitar eventuais artefatos de reassociacéo de
RNAs a Ago2 durante o isolamento do RNA (Riley et al., 2012).

Os mesmos transcritos validados por RIP-gPCR foram testados no ensaio de CLIP-qPCR
e se mostraram enriquecidos nas fracdes CLIP imunoprecipitadas com anticorpo anti-Ago2 em

relacdo a imunoprecipitacdo CLIP controle (figura 6).
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Figura 6. Validacdo por crosslink and immunoprecipitation (CLIP), seguido por PCR
guantitativo em tempo real (CLIP-gPCR), da interacéo entre RISC e RNAs longos selecionados. (A)
lincRNAs, (B) pseudogenes e (C) RNAs codificadores de proteinas enriquecidos nos sequenciamentos RIP-
Anti-Ago2 foram isolados por CLIP e sua abundancia no CLIP-Ago2 relativa ao CLIP-Controle foi medida

por gPCR. Em (C) estad mostrado também o gene TBCB, que foi escolhido como controle negativo, e que o



78

método de CLIP-gPCR confirmou como nao significativamente enriquecido. Os dados mostram a média +
D.P. de trés a quatro réplicas bioldgicas.

4.5 ldentificagdo de miRNAs ligados ao complexo RISC

A fim de identificar miRNAs que possam alvejar os INcRNAs previamente encontrados
ligados ao complexo RISC, parte dos RNASs co-imunoprecipitados nos dois ensaios RIP-Anti-Ago2
ou dois ensaios RIP-Controle em Hela foi usada para o sequenciamento em larga escala de RNAs
curtos. Foi feita uma terceira réplica bioldgica das imunoprecipitacbes e, portanto, foram
sequenciados RNAs curtos de 3 réplicas bioldgicas do ensaio RIP-Anti-Ago2 e 3 réplicas
biologicas do ensaio RIP-Controle. O sequenciamento foi realizado em uma canaleta do
equipamento HiSeq2000, na plataforma Illumina.

Apos a eliminagdo dos adaptadores das sequéncias obtidas, estas foram filtradas para
retirada das sequéncias menores que 18 nucleotideos ou com qualidade menor que Q30. A tabela

5 sumariza os dados relativos as sequéncias obtidas de RNAs curtos.

Tabela 5: Sumario dos resultados dos sequenciamentos das bibliotecas geradas com
as amostras de RNAs curtos co-imunoprecipitados com anticorpo anti-Ago2 (RIP-Anti-

Ago2) ou no ensaio controle (RIP-Controle).

Numero de Porcentagem
Amostra Sequéncias sequéncias de sequéncias Numero de | Porcentagem de
Totais apo6s remocao | apds remocao sequéncias sequéncias apos
de de adaptadores apos filtragem
adaptadores filtragem
RIP-Anti-Ago2 77.453.338 76.653.505 99,0% 71.617.172 92,5%
RIP-Controle 52.563.959 50.852.949 96,7% 42.721.997 81,3%
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Ap0s a remocao dos adaptadores e filtragem das sequéncias por qualidade, foram obtidos
RNAs curtos principalmente na faixa de 18 a 40 nucleotideos de tamanho nas sequéncias de ambos
0s ensaios. Os RNAs curtos imunoprecipitados na RIP-Anti-Ago2 mostraram enriquecimento na
faixa 21-24 nucleotideos (Figure 7A), ja sugerindo que miRNAs maduros sdo as principais espécies

de RNAs curtos encontrados ligados ao complexo Ago2/RISC.
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Figura 7. Distribuicdo de tamanhos dos RNAs curtos sequenciados obtidos a partir da
imunoprecipitacdo com anticorpo Anti-Ago2 (RIP-Anti-Ago2) (A) ou imunoprecipitacdo controle, feita

com IgG normal de camundongo (RIP-Controle) (B).

Por outro lado, os RNAs imunoprecipitados com anticorpo 1gG de camundongo (RIP-
Controle) mostraram distribuicdo de tamanhos mais ampla, com sequéncias variando
principalmente entre 15 e 45 nucleotideos (figura 7B). Esse padrdo de tamanhos ja sugere que
outras espécies de RNAs curtos ou produtos de degradacdo de RNAs mais longos (SnoRNAs,
tRNAs, rRNAs e mRNASs) podem ter sido obtidos apds precipitagdo inespecifica que pode ocorrer
durante o ensaio RIP-Controle.

Para averiguar essa possibilidade, n6s buscamos, inicialmente, identificar o repertorio de

RNAs curtos sequenciados nas duas condicdes, a fim de comparar o perfil de RNAs curtos obtidos
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a partir da RIP-Anti-Ago2 com o perfil da RIP-Controle. Para tanto, as sequéncias de RNAs curtos
foram analisadas conforme descrito em (Hafner et al., 2010). Para identificacdo dos RNAs curtos
ja conhecidos, as sequéncias filtradas foram alinhadas com as sequéncias do banco de dados de
RNAs curtos descrito em (Berninger et al., 2008), que contém um amplo repertorio atualizado de
RNAs curtos ja catalogados. Para tanto, foi utilizado o algoritmo Oligomap (Berninger et al.,
2008).

A figura 8 mostra a distribuicdo das sequéncias em diferentes classes de RNAs curtos. A
grande maioria dos RNAs curtos imunoprecipitados no ensaio RIP-Anti-Ago2 (cerca de 50%)
corresponde a miRNAs maduros (figura 8A). Uma classe de miRNAs que se mostrou bastante
abundante é a da familia de miRNAs let-7, que contém membros bastante conservados entre
espécies, muitos dos quais envolvidos com desenvolvimento e cancer (Roush e Slack, 2008).
Outros RNAs contaminantes, tais como rRNA, tRNA e snRNAs e snoRNASs representam apenas
uma pequena parcela (menos de 5%) dos RNAs sequenciados co-imunoprecipitados com
Ago2/RISC. Um percentual de contaminagdo similar também foi observado em outro trabalho de

imunoprecipitacdo de componentes do complexo RISC (Hafner et al., 2010).



81

A . B
RIP-Anti-Ago2 RIP-Controle
rRNA
2% Outros Outros miRNA
11% 15% Precursor
/\\ "
hsa-let7
3%
rRNA
65%

miRNA
Precursor
11%

Figura 8. Diversidade dos RNAs curtos sequenciados obtidos a partir imunoprecipitacdo com
anticorpo Anti-Ago2 (RIP-Anti-Ago2) (A) ou imunoprecipitacdo controle, feita com IgG normal de
camundongo (RIP-Controle) (B). As sequéncias de cada condigdo foram alinhadas com as sequéncias de
um banco de dados de RNAs curtos conhecidos (Berninger et al., 2008) e separadas de acordo com as

classes as quais mapeavam.

Por outro lado, a maior parte dos RNAs encontrados na imunoprecipitacdo RIP-Contole
correspondem a produtos de degradacdo de rRNAs (cerca de 65%), refletindo a abundancia celular
dos rRNAs (figura 8B). A quantidade de sequéncias alinhadas com outros RNAS, tais como tRNA,
sn/snoRNA e mRNAs é maior que na imunoprecipitacdo RIP-Anti-Ago2, 0 que demonstra uma

maior precipitacdo inespecifica destes RNAs no ensaio RIP-Controle.

4.5.1 Identificacdo dos miRNAs ja anotados em bancos de dados

Em seguida, nds partimos para a identificacdo e quantificacdo dos miRNAs j& anotados que
se encontravam entre os RNAs curtos sequenciados. Para tanto, nés cruzamos as sequéncias de
RNAs curtos obtidas com 0s miRNAs presentes na versao 19 do miRBase (Kozomara e Griffiths-

Jones, 2011) utilizando o algoritmo miRDeep2 (Friedlander et al., 2012). Foi encontrado um
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conjunto de 812 miRNAs humanos conhecidos que foram aqui detectados como ligados ao RISC
em células HeLa. Destes, 492 miRNAs foram encontrados exclusivamente nos sequenciamentos
RIP-Anti-Ago2, enquanto 320 miRNAs foram detectados com um enriquecimento nos
sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 igual ou superior a quatro vezes em relacao aos sequenciamentos
RIP-Controle. A lista dos 812 miRNAs humanos detectados a partir de imunoprecipitacées do
complexo RISC em células HelLa e ja presentes no banco de dados miRBase v.19, que foram
anotados pelo algoritmo miRDeep?2, esta disponivel no Arquivo 1 do Anexo, juntamente com o

numero de sequéncias detectadas para cada um desses miRNAs.

4.5.2 ldentificacdo de possiveis novos miRNAs humanos

A fim de identificar possiveis novos miRNAs a partir das sequéncias de RNASs curtos
ligados a Ago2/RISC obtidas em nosso sequenciamento, nos utilizamos miRDeep2 (Friedlander et
al., 2012). Para esta funcdo, 0 miRDeep2 extrai as coordenadas gendmicas que flanqueiam a
sequéncia do possivel novo miRNA e calcula a probabilidade de que essa regido genémica dé
origem a um precursor de miRNA baseado na sua estrutura secundaria e na sequéncia usada como
entrada no mapeamento. O algoritmo entdo calcula um score, que representa a probabilidade da
sequéncia genémica ser um precursor daquele miRNA.

Utilizando o miRDeep2 (Friedlander et al., 2012), n6s identificamos 336 possiveis novos
miRNASs com score maior ou igual a 5, um valor com nivel de sinal-ruido seguro que corresponde
a uma porcentagem de predicdo verdadeira maior que 90%, e que é recomendado pelos
desenvolvedores do algoritmo (Friedlander et al., 2012). Esses novos miRNAs podem representar

novos reguladores de INcRNAs, de mRNASs e de importantes processos biologicos em células
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humanas. A lista dos 336 novos miRNAs humanos encontrados, contendo as coordenadas

gendmicas dos possiveis precursores, esta disponivel no Arquivo 2 do Anexo.

4.6 ldentificagéo de INCRNAs alvejados por miRNAs

A fim de identificarmos INcCRNAs que sejam alvejados por miRNAs que também foram
sequenciados em nosso experimentos RIP-Anti-Ago2, nés buscamos no banco de dados miRCode
(Jeggari et al., 2012) os IncRNAs por nods identificados e que possuem mMiRNAs preditos
computacionalmente como possiveis reguladores. Em seguida, nds buscamos entre 0s miRNAs
encontrados como possiveis reguladores de IncRNAs, aqueles que foram detectados em nossos
sequenciamentos de RNAs curtos ligados ao complexo RISC. Nesta analise, optamos por realizar
uma busca mais conservadora e utilizamos apenas 0s 207 miRNAs membros de familias altamente
conservadas de acordo com (Friedman et al., 2009).

Considerando todos os 12.507 transcritos longos detectados em pelo menos um
sequenciamento RIP-Anti-Ago2, nds identificamos 90 IncRNAs que possuem pelo menos um
miRNA detectado em nossos sequenciamentos de RNAS curtos e que estava predito no miRCode
como possivel regulador do IncRNA correspondente. Entre estes 90 InNcRNAs, encontram-se 15
lincRNAs, 1 RNA antissenso, 70 pseudogenes, 2 RNAs anotados como ncRNAS e 2 transcritos
que geram mMiRNAs. A lista dos 90 IncRNAs que foram detectados em pelo menos um
sequenciamento RIP-Anti-Ago2 e que possuem pelo menos um miRNA predito como regulador
sequenciado em nossos ensaios esta apresentada no Apéndice 2.

Ja quando consideramos apenas os 686 INCRNAs que foram detectados exclusivamente no
ensaios RIP-Anti-Ago2 ou com enriquecimento igual ou superior a quatro vezes em relagdo ao

RIP-Controle, ou seja, os IncRNAs considerados como ligados ao complexo RISC, encontramos
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30 IncRNAs que possuem pelo menos um dos 37 miRNAs detectados em nossos sequenciamentos
de RNAs curtos e previsto no miRCode como possivel regulador. Entre estes 30 IncCRNAs,
encontram-se 6 lincRNAs, 1 RNA antissenso, 20 pseudogenes, 1 RNA anotado como ncRNA e 2
genes que geram miRNAs. A Tabela 6 mostra a lista dos 30 IncRNAs ligados ao RISC que possuem
pelo menos um MiRNA como possivel regulador também detectado ligado ao RISC em nossos
sequenciamentos, assim como os 37 MmiRNAs que possivelmente alvejam cada um destes 30

IncRNAES.

Tabela 6: Relacdo dos 30 RNAs longos ndo-codificadores de proteinas detectados
exclusivamente nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 em HelLa e dos miRNAs sequenciados

neste trabalho que os alvejam

Simbolo do Classe Micro-RNAs detectados nos sequenciamentos e com
IncRNA (anotacdo do  predicao de alvejar o INCRNA

GENCODE)
HCG14 antisense miR-5512

LINC00476  lincRNA miR-1244;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-219-5p;miR-876-3p;
miR-372;miR-140-5p;miR-193a-3p;miR-152;miR-455-5p;
miR-107;miR-301b

AC074391.1  lincRNA miR-363-3p;miR-153

PART1 lincRNA miR-4770;miR-363-3p;miR-142-3p;miR-449c¢-5p;miR-590-5p;
miR-22-3p;miR-219-5p;miR-152;miR-301b

CROCCP2 lincRNA miR-363-3p;miR-449c-5p;miR-20b-5p;miR-22-3p;miR-217;
miR-551a; miR-372;miR-193a-3p;miR-455-5p;miR-107

TMEM191C lincRNA miR-363-3p;miR-1244;miR-22-3p;miR-876-3p;miR-217,;
miR-140-5p;miR-107

TUG1 lincRNA miR-132;miR-137;miR-138;miR-140;miR-141;miR-142-3p;
miR-143;miR-148b; miR-153;miR-190;miR-193;miR-216a;
mMiR-219;miR-22;miR-23b-3p;miR-31;miR-103a;miR-33a-3p;
miR-152

MIR100 mMiRNA miR-210

AL441988.1 miRNA miR-153;miR-363-3p
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LINC00205

SCAMP1

UBXN8

PCBP1-AS1

BNIP3P1

CIDECP

ORT7E14P

SDHAP3

GBAP1

HSD17B7P2

TMED11P

HSP90AA4P

PIP5K1P1

CYP4F30P

FAMB86FP

ALMS1P

KIAA0664L3

SLC6A10P

GGT3P

AMZ2P1

RPS3AP47

non_coding

Processed-
transcript

Proces§ed-
transcript
Proces§ed-
transcript
Pseudogene
Pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene

miR-153

mMiR-4770;miR-363-3p;miR-137;miR-142-3p;miR-153;
miR-20b-5p; MiR-210;miR-22-3p;miR-217;miR-551a;miR-215;
miR-372;miR-33a-3p;miR-107
miR-217;miR-193a-3p;miR-590-5p

miR-363-3p;miR-142-3p;miR-1244;miR-20b-5p;miR-590-5p;
miR-22-3p; miR-876-3p;miR-217;miR-215;miR-375;
miR-193a-3p;miR-455-5p; miR-4770;miR-449c¢-5p;
miR-219-5p; miR-372;miR-140-5p;miR-33a-3p;miR-107
miR-137;miR-20b-5p;miR-210;miR-107;miR-301b

miR-363-3p;miR-137;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-22-3p;
miR-372;miR-152
miR-4770

miR-152;miR-107

miR-219-5p;miR-217;miR-153;miR-33a-3p;miR-152;
miR-22-3p
mMiR-4770;miR-20b-5p;miR-219-5p;miR-372

miR-375
miR-215;miR-375;miR-193a-3p;miR-455-5p
miR-142-3p;miR-372;miR-33a-3p;miR-107
miR-363-3p;miR-372
miR-4770;miR-449c¢c-5p;miR-372;miR-107
miR-4770;miR-193a-3p;miR-210

mMiR-4770;miR-142-3p;miR-449c¢-5p;miR-210;miR-22-3p;
miR-215;miR-372
miR-363-3p;miR-137;miR-142-3p;miR-449c-5p; miR-1244;
miR-22-3p; miR-876-3p;miR-375;miR-372;miR-140-5p;
miR-193a-3p; miR-152
mMiR-219-5p;miR-363-3p;miR-137;miR-217;miR-33a-3p;
miR-152; miR-22-3p
mMiR-4770;miR-363-3p;miR-142-3p;miR-449c¢-5p;miR-153;
miR-215; miR-455-5p;miR-301b

miR-219-5p
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4.7 Regulagéo do lincRNA TUG1 pelo miRNA-148b

Como pode ser observado na Tabela 6, o lincRNA TUG1 foi um dos IncRNAs detectados
como ligados ao complexo RISC. TUG1 é um lincRNA induzido por p53 em resposta ao dano do
DNA (Guttman et al., 2009) e em células humanas se ligaa PRC2 (Polycomb Repressive Complex
2) e esta envolvido na regulacédo de genes que controlam o ciclo celular e apoptose (Khalil et al.,
2009).

Entre os 812 miRNAs detectados nos nossos sequenciamentos de RNAs curtos (Arquivo 2
do Anexo), 19 miRNAs possuem seeds com sitios complementares em TUG1 (Tabela 6). A fim
de validar se o lincRNA TUG1 ¢ regulado por algum destes miRNAs, nds inicialmente
selecionamos dois miRNAs que foram detectados nos nossos sequenciamentos cuja seed 5°-
CAGUGC-3’ ¢ complementar ao sitio mais conservado para ligacao de miRNAs de TUG1: 0 miR-
148b e 0 miR-152. Estes miRNAs sdo parte da familia mir-148/152, que tem sido envolvida no
inicio e desenvolvimento de processos tumorais (Chen et al., 2013). Esses miRNAs foram
selecionados pois o sitio presente no lincRNA TUG1 complementar a seed 5’-CAGUGC-3’
encontrada nos mMiRNAs possui 100% de conservacao entre primatas e 74% de conservacao entre
mamiferos. Essa alta conservacdo do sitio alvo € indicativo de funcionalidade da regulacao
miRNA-INncRNA.

A figura 9 mostra o locus gendmico do lincRNA TUGL, assim como tracks correspondentes
aos dois sequenciamentos de RNAs ligados a Ago2/RISC (RIP-Anti-Ago2-1 e RIP-Anti-Ago2-2)
e aos dois sequenciamentos controle (RIP-Controle-1 e RIP-Controle-2). No topo da figura esta
mostrada a localizag&o do locus no cromossomo humano 22 (trago vermelho). Reads mapeados no
lincRNA TUG1 detectados nos diferentes sequenciamentos estdo mostrados como barras pretas.

Logo abaixo dos reads das corridas RIP-Anti-Ago2 estdo os miRNAs preditos como possiveis
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reguladores de TUGL1 de acordo com o algoritmo miRCode (Jeggari et al., 2012). Circulados em
vermelho estdo aqueles miRNAs que foram detectados no nosso sequenciamento de RNAS curtos.

A seta vermelha indica os miRNAs da familia mir-148/152.
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Figura 9. Locus gendmico do lincRNA TUG1 com seus possiveis miRNAs reguladores. No topo
da figura esta mostrada a localizacdo do locus no cromossomo humano 22 (traco vermelho). Na base da
figura, em azul, esta mostrado o RefSeq do transcrito TUG1, e logo acima o trecho ampliado da porcédo
3’deste transcrito, onde esta presente o sitio complementar ao miR-148b, além dos sitios complementares
aos outros miRNAs indicados. Nas barras pretas no meio da figura estio mostrados os reads
correspondentes aos dois sequenciamentos de RNAs ligados a Ago2/RISC (RIP-Anti-Ago2-1 e RIP-Anti-
Ago2-2) e aos dois sequenciamentos controle (RIP-Controle-1 e RIP-Controle-2). Abaixo dos reads das

corridas RIP-Anti-Ago2 estdo os miRNAs preditos como possiveis reguladores de TUG1 de acordo com o
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algoritmo miRCode (Jeggari et al., 2012). Circulados em vermelho estdo aqueles miRNAs que foram
detectados nos nossos sequenciamentos de RNAs curtos. A seta vermelha indica o sitio de interacdo dos
miRNAs da familia mir-148/152.

O miR-148b foi mostrado atuar como um supressor tumoral que inibe a proliferacdo celular
e cuja expressdo estd diminuida em cancer gastrico (Song et al., 2011). Além disso, 0 miR-148b
é capaz de sensibilizar células tumorais a droga pro-apoptética navitoclax (Lam et al., 2010).
Como o lincRNA TUGL1 tem um papel na regulacdo de genes que controlam o ciclo celular e a
apoptose (Khalil et al., 2009), n6s investigamos se 0 miR-148b poderia regular os niveis de TUG1
(figura 10A). Para tanto, células HelLa foram transfectadas em triplicata com 25nM de hsa-miR-
148b ou com 25 nM de miRNA controle e, ap6s 24h, o0 RNA total foi extraido e qPCR realizada
para medida dos niveis dos RNAs. Observamos que o nivel do RNA TUGL1 sofreu uma forte
reducdo de 78% na transfeccdo feita com o miR-148b, quando comparada a transfeccao controle
(figura 10B). Por outro lado, o RNA estrutural U1, que ndo € esperado ser regulado pelo miR-148b,
ndo sofreu alteracdo em seus niveis (figura 10B). Esses resultados mostram que o lincRNA TUG1

estd sendo regulado pelo miR-148b.
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A

TUG1

miR-148b

Nivel relativo de RNA (RNA/GAPDH)

[l MiRNA controle

M miRNA-148b

Figura 10. O lincRNA TUGL1 é regulado pelo miR-148b. A. Pareamento de bases entre 0 miR-

148b e o lincRNA TUGL1 apontado pela predicéo in silico. No topo esta mostrado o trecho da porgdo 3’ do

lincRNA TUGL contendo o sitio do tipo 7mer-m8 que é complementar ao trecho do miR-148b que contem

a seed, indicada pelas bases sublinhadas na parte de baixo. B. Células HeLa foram transfectadas com hsa-
miR-148b ou com miRNA controle (25nM, Applied Biosystems). Apo6s 24h, o RNA total foi extraido e

gPCR realizada para medida dos niveis dos RNAs. XPO6 é um mRNA controle, predito in silico como
regulado pelo miR-148b (Maragkakis et al., 2009). O IncRNA U1l é um RNA controle negativo, ndo
esperado como sendo regulado por miR-148b. Os ensaios foram feitos em triplicata biol6gica; barras de
erro referem-se ao desvio-padréo.
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5. DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento de método de geracao de bibliotecas fita-especificas para
sequenciamento de RNAs longos no 454/Roche

O desenvolvimento das plataformas de sequenciamento em larga escala de segunda geracéo
iniciado na década passada (Mardis, 2013) tem permitido o aprofundamento do conhecimento em
diversas areas da biologia. Essas areas incluem o estudo de organismos ndo-modelo (Rowan et al.,
2011), da metagendmica (Gevers et al., 2012; Martins et al., 2013) e principalmente da biologia
humana, seja por meio do estudo da gendmica (Koboldt et al., 2013) e epigendmica (Rivera e Ren,
2013), seja através da utilizacdo do sequenciamento de segunda geracdo na medicina personalizada
(Wheeler et al., 2008) ou na pratica clinica, ainda que a real aplicabilidade neste contexto
permaneca um alvo de intensa discussao (Biesecker et al., 2012).

A fim de se estudar o conjunto de mensagens transcritas em determinada condi¢do em certo
organismo, as plataformas de sequenciamento de segunda geracdo tém sido utilizadas para o
sequenciamento de cDNAs gerados a partir de RNAs (RNA-Seq) (Ozsolak e Milos, 2011). Essa
técnica é usada para a identificacdo e quantificacdo da expressao diferencial de RNAs longos e
curtos, para a caracterizacdo do splicing alternativo, para a descoberta de transcritos novos, ainda
ndo anotados, e para a deteccdo de genes que sejam produtos de fusdo. Recentemente, a técnica de
RNA-Seq também tem sido empregada no estudo das interaces entre RNAs e proteinas (Konig
et al., 2011; Tuck e Tollervey, 2013), para caracterizacdo do conteudo de RNAs presente em
complexos ribonucleoprotéicos.

Por um lado, muitas das limitacdes iniciais enfrentadas pelos sequenciamentos de segunda
geracdo foram superadas, tais como o aumento do tamanho e da qualidade das sequéncias, 0
desenvolvimento de algoritmos para mapeamento rapido de sequéncias curtas e 0 aumento da

reprodutibilidade e da acessibilidade as tecnologias e aos dados gerados (Nekrutenko e Taylor,
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2012). No entanto, muitos desafios ainda permanecem. Entre esses desafios estdo a obtencéo de
amostras com qualidade adequada que tenham sido coletadas sob aspectos legais e éticos bem
estabelecidos, o barateamento dos custos e a simplificacdo da manipulacdo das amostras, 0
desenvolvimento de métodos de processamento das amostras que atendam as necessidades de
aplicacGes distintas em diferentes plataformas de sequenciamento, a capacidade de
armazenamento, de interpretacéo e integracdo dos dados gerados e a transposi¢do dos achados para
a préatica clinica (Metzker, 2010). Nesse contexto, com o objetivo de permitir a aplicacdo de RNA-
Seq de maneira fita-especifica na plataforma 454/Roche (uma vez que ndo ha kits comerciais
disponiveis nem metodologia estabelecida para tal), n6s desenvolvemos, neste trabalho, um
método de geracdo de bibliotecas de cDNA direcionadas (DeMarco et al., 2013).

Além da incorporacdo de direcionalidade nas bibliotecas de cDNA geradas, outra
motivacdo para o desenvolvimento deste método de geracdo de bibliotecas de cDNA fita-
especificas foi 0 barateamento dos custos de preparacdo dessas bibliotecas, uma tendéncia que vem
sendo observada na literatura para outras plataformas de sequenciamento em larga escala (Dunham
e Friesen, 2013). Apesar do aumento da disponibilidade de kits para geracdo de bibliotecas de
cDNA direcionadas em algumas plataformas de sequenciamento de segunda geragédo, na maioria
das vezes 0s custos destes kits ainda séo elevados.

As estratégias de geracdo de bibliotecas fita-especificas para sequenciamento em larga
escala se baseiam em trés principios: sequenciamento direto da primeira fita do cDNA (Lipson et
al., 2009; Ozsolak et al., 2010), marcacdo quimica seletiva do RNA ou da segunda fita do cDNA
(He et al., 2008; Parkhomchuk et al., 2009) e ligacdo de adaptadores de maneira assimétrica as
extremidades de cDNAs ou de RNAs, metodologia esta utilizada na plataforma Illumina (Lister et
al., 2008). No que se refere a acuracia na determinagéo da direcionalidade dos transcritos, cada um

desses métodos apresenta limitagOes particulares.
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Como a enzima transcriptase reversa é capaz de gerar uma segunda fita espdria de cDNA
através da sua atividade de DNA polimerase dependente de DNA (Spiegelman et al., 1970; Gubler,
1987), os métodos de sequenciamento direto da primeira fita de cDNA podem fornecer informacao
incorreta a respeito da direcionalidade de um cDNA caso a segunda fita espuria seja gerada e
sequenciada (Ozsolak e Milos, 2011). Os métodos de marcagdo quimica do RNA ou da segunda
fita do cDNA dependem da eficiéncia desta marcacdo, como no caso em que 0 RNA é submetido
a tratamento com bissulfito de sddio para conversdo de citosinas em uracilas (He et al., 2008).
Apds a conversdo, a sequéncia do RNA tratado com bissulfito de sodio s6 pode representar uma
das duas possiveis fitas de DNA, no entanto os RNAs que ndo sofrem conversdo ndo podem ter a
sua direcionalidade determinada (He et al., 2008). Além disso, a analise computacional das
sequéncias obtidas por esse método € mais trabalhosa, uma vez que as sequéncias devem ser
alinhadas a dois genomas referéncia, um deles tendo todas as citosinas convertidas em timinas (He
et al., 2008).

O método por no6s desenvolvido de geracdo de bibliotecas de cDNA direcionadas para
sequenciamento no 454/Roche (DeMarco et al., 2013) baseia-se na incorporagdo aos cDNAs de
sequéncias de adaptadores com direcionalidade conhecida. Em geral, os métodos de geracao de
bibliotecas de cDNA direcionadas que se baseiam na ligacdo de adaptadores as extremidades de
cDNAs ou de RNAs realizam a ligacdo de dois adaptadores, um em cada extremidade do RNA ou
cDNA (Mabher et al., 2009). A principal alteracdo implementada no método aqui desenvolvido foi
aincorporacao da sequéncia do primer B da tecnologia 454/Roche no primer usado para transcri¢éo
reversa (DeMarco et al., 2013). Com isso, 0 protocolo passou a ter somente um evento de ligacao
(do adaptador A a extremidade 3’ da primeira fita do cDNA), o que melhorou consideravelmente
a acuracia do método na determinacdo da orientacdo dos transcritos obtidos. Nesse sentido,

encontramos no método aqui desenvolvido uma taxa de erro de apenas 0,5% (DeMarco et al., 2013)



93

para a proporcdo média de transcritos representando eventos artefatuais, identificados pela
presenca de reads que mapeiam na fita antissenso de genes codificadores e mostram sitios de
splicing invertidos, ao passo que esta proporc¢édo foi de 5% em um método prévio de geracao de
bibliotecas direcionadas para sequenciamento na plataforma 454/Roche (Almeida et al., 2012) que
incluia o uso de ligase em dois eventos de adi¢do de adaptadores.

Apesar das vantagens descritas para 0 método aqui desenvolvido (DeMarco et al., 2013),
algumas limitacdes ainda permanecem, como a quantidade inicial de RNA necessaria para geracao
das bibliotecas, que pode ser limitante para alguns tipos de aplicagdes. Outro fator que deve ser
observado pelos pesquisadores ao utilizar este método é a tendéncia da enzima DNA ligase em unir
preferencialmente alguns tipos de sequéncias (Housby e Southern, 1998; Faulhammer et al., 2000),
0 que pode gerar um Viés caso o adaptador A se ligue prioritariamente a algum tipo especifico de
sequéncia de cDNA. Este viés da DNA ligase é pouco explorado na literatura, enquanto que 0s
vieses sequéncia-especificos adicionados pelas RNA ligases nos métodos de geracédo de bibliotecas
de sequenciamento na plataforma Illumina tém sido mais apontados (Jayaprakash et al., 2011). Por
fim, sabe-se que a etapa de amplificacdo das sequéncias presente no método desenvolvido neste
trabalho pode introduzir artefatos como, por exemplo, vieses relacionados ao conteido GC de
diferentes amostras (Dohm et al., 2008; Kozarewa et al., 2009).

Na realidade, os problemas acima descritos estdo presentes em todas as tecnologias de
sequenciamento em larga escala de segunda geracao. Assim, para comparar sete diferentes métodos
existentes de RNA-Seq fita-especificos, Levin e colaboradores avaliaram um total de treze
bibliotecas de cDNA direcionadas utilizando o genoma de Saccharomyces cerevisiae como
referéncia (Levin et al., 2010). Foram avaliadas apenas bibliotecas direcionadas geradas para
sequenciamento na plataforma Illumina (Levin et al., 2010), dada a indisponibilidade de métodos

estabelecidos ou kits para geracdo de bibliotecas direcionadas na plataforma 454/Roche. Das treze
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bibliotecas analisadas, onze foram geradas e sequenciadas na plataforma lllumina GAlIx naquele
trabalho (Levin et al., 2010) e incluiam duas variaces de quatro dos métodos, e as outras duas
bibliotecas usadas eram de trabalhos prévios da literatura. Apos o sequenciamento e a avaliacao
das performances das bibliotecas em termos de complexidade e fita-especificidade, aléem da
regularidade da cobertura dos genes, concluiu-se que dois dos métodos apresentaram melhor
desempenho: 0 método que se baseia na incorporacdo de dUTP a segunda fita do cDNA, com
subsequente degradacdo desta fita com a enzima uracil-N-glicosilase e sequenciamento da primeira
fita do cDNA (Parkhomchuk et al., 2009) foi o que apresentou melhor desempenho; o segundo
melhor método foi o protocolo de ligacdo de adaptadores ao RNA da tecnologia lllumina. Apesar
da comparacdo do desempenho dos métodos de geracao de bibliotecas fita-especificas realizada
naquele trabalho (Levin et al., 2010), estudos comparativos que permitam a caracterizacdo dos
artefatos e vieses especificos de cada técnica, como aqueles relacionados a amplificacdo das
sequéncias ou a ligacdo dos adaptadores anteriormente citados, ainda precisam ser realizados.
Nos Ultimos anos surgiram novas tecnologias de sequenciamento em larga escala com
grande potencial para superacdo das limitagOes apresentadas pelas atuais tecnologias. Entre essas
novas tecnologias estdo o sequenciamento direto do RNA (Ozsolak et al., 2009) e o uso de
nanoporos para detec¢cdo das bases por meio de alteragdes na corrente elétrica conduzida por um
canal a medida que cada uma das bases passa através deste poro (Schneider e Dekker, 2012). A
implantacdo definitiva destas tecnologias ainda depende atualmente da superacdo de limitacdes
técnicas e da disponibilizacdo comercial de equipamentos para testes na rotina laboratorial

(Metzker, 2010).
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5.2 IncRNAs regulados por miRNAs

Trabalhos e projetos multicéntricos que se iniciaram na Ultima década revelaram que cerca
de 90% do genoma humano pode ser transcrito, mas apenas 2% € transcrito e traduzido em
proteinas (Birney et al., 2007; Banfai et al., 2012; Djebali et al., 2012). Esses transcritos ndo
traduzidos representam RNAs nao-codificadores de proteinas e compdem um vasto e heterogéneo
conjunto de RNAs curtos e longos, cujas funcdes na célula tém sido relacionadas principalmente a
regulacao da expressdo de genes codificadores de proteinas (Sabin et al., 2013).

Embora a descoberta de INcRNAs especificos seja anterior a descoberta dos miRNAs
(Brannan et al., 1990; Brown et al., 1991; Lee et al., 1993), somente recentemente um maior
entendimento a respeito dos InNcRNAs tem sido alcancado (Rinn e Chang, 2012). Se por um lado
tem-se avancgado na elucidacdo da estrutura, mecanismos de acédo e fungdes dos INcRNAs (Ponting
et al., 2009), por outro lado muito pouco se sabe sobre como os IncRNAs sdo regulados (Geisler
et al., 2012). Uma possibilidade é que os IncRNAs sejam alvejados e silenciados por miRNAs
como forma de regulacdo pos-transcricional. A fim de avaliar esta hip6tese, nds encontramos e
estabelecemos, no nosso trabalho, um catalogo de 686 INncCRNAs ligados ao complexo RISC,
compreendo RNAS antissenso, precursores de miRNAs e pseudogenes, entre 0s 2.940 transcritos
encontrados ligados a este complexo.

Recentemente, duas ferramentas de predicdo de alvos de miRNAs publicadas passaram a
incorporar algoritmos que visam analisar INCRNAs como possiveis alvos de miRNAs: o miRCode
(Jeggari et al., 2012) buscou sequéncias complementares a seeds de miRNAs em 10.419 IncRNAs
de humanos e gerou um mapa de possiveis alvos de miRNAs neste conjunto. Para estender as
possiveis interacOes entre mMiRNASs e INcRNAs, o DIANA-LncBase (Paraskevopoulou et al., 2013)

analisou, além de IncRNAs de humanos, INCRNAs de camundongo como possiveis alvos de



96

miRNAs. Apesar das predicdes computacionais serem Uteis em uma etapa exploratoria de busca
por miRNAs com possibilidade de regularem RNAs longos, diferentes algoritmos geram resultados
divergentes em funcdo de critérios distintos utilizados e o numero de falso-positivos nestas
predicdes ainda € muito alto (Rajewsky, 2006; Witkos et al., 2011). Por isso, a regulacdo exercida
pelo miRNA deve ser avaliada e validada experimentalmente (Chi et al., 2009). Nesse sentido,
torna-se importante o uso de técnicas que sejam capazes de detectar a interacao entre RNAs longos,
miRNAs e o complexo RISC, como a imunoprecipitacdo do complexo RISC usada no nosso
trabalho.

Relatos da literatura ja observavam que uma parte dos RNAs ligados as proteinas argonauta
eram transcritos a partir de regiées nao codificadoras do genoma de mamiferos (Chi et al., 2009;
Hafner et al., 2010), no entanto nenhum destes trabalhos analisou os INcRNAs entre 0s RNAS
detectados. Chi e colaboradores realizaram imunoprecipitacdo da proteina Ago2 apos crosslink do
tecido cerebral de camundongos e sequenciaram 0os RNAs co-imunoprecipitados em larga escala
(Chi et al., 2009). Foi observado que 6% das sequéncias obtidas correspondiam a RNAs
provenientes de regides intergénicas do genoma do camundongo, 5% correspondiam a lincRNAs
anotados em (Guttman et al., 2009) ou outros RNAs ndo-codificadores de proteinas anotados no
projeto FANTOMS3 (Maeda et al., 2006) e 12% mapeavam em regides intronicas de genes
codificadores de proteinas e poderiam, portanto, representar RNAs nao-codificadores de proteinas
longos transcritos dentro dos loci de genes codificadores de proteinas (Chi et al., 2009). No nosso
trabalho, encontramos proporgdes comparaveis de INCRNAs ligados ao RISC: entre os 2.940
transcritos encontrados ligados ao RISC, 8% representam lincRNAs, 9% representam RNAS
antissenso e 5% representam pseudogenes, totalizando 22% de todos os transcritos detectados

ligados ao RISC (686 IncCRNAs no total).
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Outro trabalho (Hafner et al., 2010) realizou imunoprecipitacao das proteinas Agol, Ago2,
Ago3 e Ago4 utilizando a técnica de PAR-CLIP (Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced
Crosslinking and Immunoprecipitation) (Hafner et al., 2012) em células embrionarias de rim
HEK?293 e sequenciaram em larga escala 0s RNAs co-imunoprecipitados. Novamente, 0os IncCRNAs
ndo foram analisados neste trabalho (Hafner et al., 2010). No entanto, os autores observaram que
14% das sequéncias obtidas mapeavam em regides intrénicas de genes codificadores de proteinas
RefSeq (Pruitt et al., 2007) e poderiam, portanto, representar INCRNAS intrénicos ou antissenso.
Além disso, entre as sequéncias mapeadas em regides exonicas, 4% correspondiam a 5° UTR, 50%
a CDS e 46% a 3°’UTR (Hafner et al., 2010). A técnica de PAR-CLIP permite a identificagdo da
sequéncia que esta diretamente em contato com a proteina imunoprecipitada, uma vez que € feito
crosslink entre 0 RNA e a proteina e ocorre digestdo com RNases do RNA néo ligado (Hafner et
al., 2012). A identificacdo da sequéncia especifica do RNA ligada a proteina nédo € possivel no caso
da imunoprecipitacdo nativa (RIP), realizada em nosso trabalho, pois ndo é feito crosslink para que
sejam capturadas interacdes mais estaveis entre os RNAs e as proteinas, e ndo é feita digestdo com
RNases para se recuperar apenas 0 RNA que ndo é digerido por estar ligado a proteina (Zhao et al.,
2010). Apesar disso, 0 mapeamento das sequéncias obtidas no nosso trabalho nos genes RefSeq
(Pruitt et al., 2007) mostrou propor¢des de mapeamento similares as encontradas em (Hafner et al.,
2010): cerca de 2% das sequéncias mapearam na 5’UTR, 52% mapearam em CDS, 41% mapearam
em regides 3’UTR, e 5% mapearam em regides intronicas (dados ndo mostrados). Esses achados
confirmam observacdes da literatura que sugerem sobreposi¢cdo nos RNAs detectados nos ensaios
de PAR-CLIP e RIP (Mukherjee et al., 2011).

Recentemente, Jalali e colaboradores (Jalali et al., 2013) analisaram as sequéncias geradas
no trabalho de (Hafner et al., 2010) na busca de IncRNAs ligados as proteinas Agol, Ago2, Ago3

e Ago4 em células embrionarias de rim HEK293. Foram encontrados 113 IncRNAs ligados a pelo
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menos uma destas proteinas e destes, 25 InCRNAs possuiam algum miRNA como possivel
regulador. No nosso trabalho, foram detectados 686 INCRNAs nos sequenciamentos de RNAs co-
imunoprecipitados com o complexo RISC e, destes, 30 INCRNAs possuem algum miRNA como
possivel regulador. A baixa proporcdo de IncRNAs que possuem miRNAs como possiveis
reguladores [22% no trabalho de (Jalali et al., 2013) e 4,3% no nosso trabalho] pode estar
relacionada ao fato de que outros RNAs curtos sdo capazes de se ligar a proteinas argonauta e
talvez possam contribuir para a regulacdo dos IncRNAs (Czech e Hannon, 2011). Além disso, no
nosso trabalho, optamos por fazer uma busca mais conservadora por interacbes miRNA-IncRNA.
Para isso, buscamos apenas por miRNAs de familias com alta conservacdo de acordo com
(Friedman et al., 2009), além de termos buscado miRNAs possiveis reguladores dos IncRNAs
apenas entre aqueles que também foram sequenciados em HeLa nos nossos proprios ensaios.

A fim de identificar possiveis interacfes entre lincRNAs e miRNAs, um recente estudo
buscou padrbes de expressdo correlacionados entre miRNAs e lincRNAs em tecidos ndo-tumorais
e tumorais de mama (Juan et al., 2013). Foram encontrados nestes tecidos 90 lincRNAs com
correlacdo de expressdo invertida com miRNAs, 0s quais possuiam papéis conhecidos no cancer
de mama e pelo menos um sitio alvo predito presente no lincRNA (Juan et al., 2013). A busca
pelos padrdes de expressdo apresentados pelos pares INCRNA-miRNA encontrados no nosso
trabalho em dados publicos contendo amostras tumorais e ndo-tumorais, assim como a avaliagdo
experimental da possivel funcionalidade dessas interacdes poderdo indicar possiveis papéis destes
pares no estabelecimento e/ou desenvolvimento de tumores.

Os papéis funcionais da regulacdo dos IncRNAs pelos miRNAs ainda sdo pouco
conhecidos. Até 0 momento, 0 mecanismo mais caracterizado de interacdo miRNA-IncRNA é
aquele em que os IncRNAs atuam como esponjas naturais (Ebert e Sharp, 2010). Neste mecanismo,

um IncRNA compete com um mRNA por miRNAs que o alvejam (Franco-Zorrilla et al., 2007;
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Cazalla et al., 2010; Poliseno et al., 2010; Cesana et al., 2011; Hansen et al., 2013; Kallen et al.,
2013; Memczak et al., 2013). NOs ndo descartamos a possibilidade de que alguns dos INCRNAs
encontrados no nosso trabalho, além dos pseudogenes, atuem como esponjas. De fato, foi mostrado
recentemente que o INCRNA H19, encontrado nos nossos sequenciamentos ligado ao RISC, age
como uma esponja molecular modulando a disponibilidade de miRNAs da familia let-7 em células
humanas de carcinoma embrionarias PA.1 e impedindo a diferenciacdo de mioblastos C1C12 de
camundongo induzida por let-7 (Kallen et al., 2013).

Por outro lado, é provavel que muitos INcRNAs sejam regulados a fim de que a sua propria
funcédo seja modulada, dado que muitos IncRNAs possuem diversas funcdes na célula, tais como
sinais, guias e blocos de sustentacdo para proteinas (Wang e Chang, 2011). Neste sentido,
escolhemos o lincRNA TUGL para avaliacdo da sua possivel regulacao pelo miR-148b. TUG1 tem
expressao ativada pela proteina p53 em resposta ao dano do DNA em células de camundongo
(Guttman et al., 2009), e em células humanas se liga ao PRC2 e direciona este complexo proteico
para a repressdo de genes relacionados ao ciclo celular ou apoptose (Khalil et al., 2009). O miR-
148b foi mostrado como sendo um supressor tumoral que inibe a proliferacdo celular e cuja
expressdo estd diminuida em cancer gastrico (Song et al., 2011), além de sensibilizar células
tumorais a droga pré-apoptética navitoclax (Lam et al., 2010). Mostramos que a superexpressao
do miR-148b reduz significativamente os niveis do lincRNA TUG1. Serd importante confirmar
que 0 miR-148b regula o nivel do IncRNA TUG1 por meio de uma interacdo direta usando-se
ensaio de gene reporter, além de avaliar a implicacdo funcional desta regulagcdo na célula. Sera
também interessante estudar a regulacdo exercida por miRNAs sobre outros IncCRNAs aqui
identificados como candidatos, e que ja estdo descritos na literatura como exercendo diversas
fungdes, tais como o recrutamento de proteinas modificadoras da cromatina ou o recrutamento de

proteinas envolvidas em splicing (Wang e Chang, 2011; Beckedorff et al., 2013).
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Neste sentindo, dois trabalhos iniciaram recentemente a caracterizacdo da regulacao
exercida por miRNAs sobre IncRNAs (Leucci et al., 2013; Zhang et al., 2013). Leucci e
colaboradores mostraram, por meio de superexpressao e silenciamento do miR-9, que este miRNA
regula os niveis do INCRNA MALAT-1 na linhagem celular de linfoma de Hodgkin L428, apesar da
implicacdo dessa regulacdo na fungdo do MALAT-1 ndo ter sido avaliada (Leucci et al., 2013). Em
outro trabalho, foi mostrado que o INcCRNAs GAS5 € negativamente regulado pelo miR-21 (Zhang
et al., 2013). Foi mostrado que a superexpressdao e o silenciamento do miR-21 diminuem e
aumentam, respectivamente, os niveis do GAS5 em células tumorais de mama MCF-7, e que esses
ncRNAs apresentam padrdes de expressdo invertidos em tumores de mama e em linhagens
celulares tumorais e ndo-tumorais de mama (Zhang et al., 2013). Apesar disso, 0s autores ndo
descartam a possibilidade de que o0 GAS5 haja como uma esponja para 0 miR-21, dado que séo
conhecidos outros RNAs longos como reguladores do miR-21 (Kim et al., 2011).

Um dos critérios utilizados por nos para selecdo dos miRNAs possiveis reguladores do
lincRNA TUGL foi a alta conservacéo do sitio complementar ao miRNA no IncRNA alvo. O sitio
complementar ao miR-148b no lincRNA TUG1 possui 100% de conservacao entre primatas e 74%
de conservacdo entre mamiferos. Na contramdo das indicagdes atuais de regulagdo de INcCRNAs
por miRNAs, um recente trabalho mostrou existir uma evidéncia bastante limitada de alvos
evolutivamente conservados de miRNAs em lincRNAs (Alaei-Mahabadi e Larsson, 2013). Neste
trabalho, os autores analisaram a presenca de sitios complementares a seeds de miRNAs em
MRNAs e lincRNAs. No caso do mRNAs, foram encontrados enriquecimentos variando de 1,6 a
6,1 vezes de sitios alvo conservados de miRNAs em relagéo a sitios randémicos, principalmente
na regiao 3’UTR do mRNA, conforme descrito na literatura (Friedman et al., 2009). No caso dos
lincRNAs, foi analisado um conjunto de 2.121 lincRNAs e nédo foi observado enriquecimento de

sitios alvo conservados de miRNAs nem ao longo de todo o transcrito, nem nas extremidades 3’
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ou 5’ desses lincRNAs (Alaei-Mahabadi e Larsson, 2013). Foi observado um discreto
enriquecimento de 1,8 vezes apenas em um grupo de 169 IncRNAs predominantemente
citoplasmaticos, dos quais 8 lincRNAs possuiam 12 sitios complementares a miRNAs conservados
(Alaei-Mahabadi e Larsson, 2013). Existem evidéncias na literatura de que INcRNAs séo regulados
por miRNAs (Hansen et al., 2011; Leucci et al., 2013; Zhang et al., 2013), e os dados encontrados
no nosso trabalho aumentam essas evidéncias. Dada a conhecida diversidade de classes de
IncRNAs (Rinn e Chang, 2012), os resultados de Alaei-Mahabad e colaboradores podem ser
interpretados como uma sugestdo de que existam classes ou subfamilias especificas de InCRNAs
que possam ser reguladas por miRNAs. Estudos que avaliem a contribuicdo de miRNAs para a
regulacao de INcRNAs com diferentes graus de conservacao, incluindo IncRNAs néo conservados
e que tenham evoluido recentemente, tais como HOTAIR (Schorderet e Duboule, 2011) e XIST
(Nesterova et al., 2001), irdo contribuir para o entendimento da diversidade de interacdes entre

MiRNAS e IncRNAES.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, desenvolvemos um método de geracdo de bibliotecas de cDNA
direcionadas para sequenciamento em larga escala na plataforma 454/Roche que se mostrou mais
acurado na determinacdo da orientacdo dos transcritos sequenciados que um método previamente
existente na literatura. O método aqui desenvolvido esta disponivel para ser usado pela comunidade
cientifica em experimentos que envolvam o sequenciamento em larga escala de transcritos na
plataforma 454/Roche com a determinacdo da direcionalidade dos RNAs sequenciados, e foi util
na identificacdo de RNAs longos nao codificadores de proteinas (INCRNAS).

O método de geracdo de bibliotecas de cDNA direcionadas aqui desenvolvido foi usado na
identificacdo de IncRNAs ligados ao complexo RISC na linhagem celular HeLa. Dada a crescente
participacdo de IncRNAs em processos normais e patoldgicos e o recente desenvolvimento de
estratégias terapéuticas baseadas em miRNAs, torna-se importante avaliar a regulacao de INCRNAs
por miRNAs. Nesse sentido, catalogamos neste trabalho 686 INcRNASs que se ligam ao complexo
RISC em células HeLa. Destes, 30 INcRNAs tém potencial de serem alvejados por miRNAs que
também foram detectados como ligados ao RISC em nossos sequenciamentos de RNAS curtos.
Esse catalogo abre amplas possibilidades de estudo de pares INCRNA-mMiRNA que podem participar
de processos fisiolégicos em células humanas.

Por fim, mostramos por meio de superexpressdo do miR-148b em células HelLa que o
InNcRNA TUG1 é regulado por este miRNA. Abordagens experimentais, tais como a avaliacdo do
impacto da modulagédo dos niveis do miR-148b e do IncRNA TUGL1 sobre a apoptose e o ciclo
celular, devem ser realizadas a fim de que se determine como essa regulacdo tem implicacdes

funcionais no contexto celular.
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APENDICE

Apéndice 1 — Lista dos 686 RNAs longos ndo codificadores de proteinas detectados ligados ao
complexo RISC nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2. Os IncRNAs estdo ordenados de acordo com a
anotacdo do GENCODE, e estdo mostrados na seguinte sequéncia: antisense, lincRNAs, miRNAs (ou seja,
transcritos que dao origem a miRNAS), non-coding RNAs, polymorphic-pseudogenes, processed-transcripts
(ou seja, que ndo possuem ORFs de acordo com a definicdo do GENCODE) e pseudogenes. Dentro de cada
classe de anotagéo estdo mostrados primeiro os transcritos exclusivos (InNcRNAs detectados exclusivamente
nos ensaios RIP-Anti-Ago2) ordenados pelo RPKM, e depois os INcRNAs detectados no ensaio RIP-Anti-
Ago2 com razéo de enriquecimento (RPKM RIP-Anti-Ago2/ RPKM RIP-Controle) igual ou superior a

quatro vezes em relacdo aos ensaios RIP-Controle.
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Simbolo do Classe (anotacéo do Razédo RPKM RIP- RPKM RIP-Anti-
INCRNA GENCODE) Anti-Ago2/ RPKM Ago2
RIP-Controle
RP11-950C14.7 antisense Exclusivo 17,62
RP11-798M19.3 antisense Exclusivo 14,82
AP001631.9 antisense Exclusivo 11,92
RP4-803J11.2 antisense Exclusivo 11,23
RP13-39P12.3 antisense Exclusivo 9,68
RP11-144G6.4 antisense Exclusivo 9,21
AP001601.2 antisense Exclusivo 7,45
EIF1AX-AS1 antisense Exclusivo 6,63
RP11-123B3.2 antisense Exclusivo 6,61
RP11-656E20.5 antisense Exclusivo 5,99
RP11-857B24.5 antisense Exclusivo 5,99
CTD-2555016.2 antisense Exclusivo 5,84
RP11-881M11.4 antisense Exclusivo 5,39
RP11-613M10.6 antisense Exclusivo 4,97
RP11-16P20.3 antisense Exclusivo 4,92
RP11-626G11.3 antisense Exclusivo 4,89
AC091736.11 antisense Exclusivo 4,76
AC005037.3 antisense Exclusivo 4,68
RP11-33504.3 antisense Exclusivo 4,62
IGBP1-AS1 antisense Exclusivo 4,62
RP11-8J9.4 antisense Exclusivo 4,47
AC005104.3 antisense Exclusivo 4,46
AC004237.1 antisense Exclusivo 4,29
RP11-632F7.3 antisense Exclusivo 4,13
RP11-126K1.6 antisense Exclusivo 4,05
CTD-2203K17.1 antisense Exclusivo 4,01
RP4-800F24.1 antisense Exclusivo 3,91
RP11-342M3.5 antisense Exclusivo 3,90
CTD-2013N24.2 antisense Exclusivo 3,88
ALG13-AS1 antisense Exclusivo 3,69
ACO079145.4 antisense Exclusivo 3,64
AC131971.3 antisense Exclusivo 3,60
TBL1XR1-AS1 antisense Exclusivo 3,47
RP11-456115.2 antisense Exclusivo 3,42
DIPAH3-AS2 antisense Exclusivo 3,41
CTD-2515A14.1 antisense Exclusivo 3,40
RP11-69D4.5 antisense Exclusivo 3,38
CTD-3065B20.3 antisense Exclusivo 3,33

AP000695.6 antisense Exclusivo 3,22




B

RP11-677118.3 antisense Exclusivo 3,20

RP11-47304.5 antisense Exclusivo 3,13

RP5-1085F17.4 antisense Exclusivo 3,13

RP11-398C13.4 antisense Exclusivo 3,08

AC008074.3 antisense Exclusivo 2,98

AC091133.1 antisense Exclusivo 2,98

HM13-AS1 antisense Exclusivo 2,94

RP11-66D17.5 antisense Exclusivo 2,89

RP11-124N14.3 antisense Exclusivo 2,79

CTD-3065B20.2 antisense Exclusivo 2,64

RP11-649G15.2 antisense Exclusivo 2,48

IGBP1-AS2 antisense Exclusivo 2,44

RP11-354M20.3 antisense Exclusivo 2,33

RP1-142L75 antisense Exclusivo 2,30

RP11-327F22.1 antisense Exclusivo 2,25

AP006216.12 antisense Exclusivo 2,22

RP5-864K19.4 antisense Exclusivo 2,20

RP1-67K17.3 antisense Exclusivo 2,06

LATS2-AS1 antisense Exclusivo 1,98

RP11-37606.2 antisense Exclusivo 1,91

AC007271.3 antisense Exclusivo 1,88

AC012358.8 antisense Exclusivo 1,86

28
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RP11-537A6.9 antisense Exclusivo 1,79

HCG14 antisense Exclusivo 1,74

P4HA2-AS1 antisense Exclusivo 1,71

RP11-21M24.3 antisense Exclusivo 1,70

RP11-182N22.8 antisense Exclusivo 1,69

RP11-162D16.2 antisense Exclusivo 1,63

JARID2-AS1 antisense Exclusivo 1,58

RP11-20123.6 antisense Exclusivo 1,57

CTC-467M3.1 antisense Exclusivo 1,55

RP5-1050D4.3 antisense Exclusivo 1,52

RP11-109P14.10 antisense Exclusivo 1,49

RP5-956018.2 antisense Exclusivo 1,45

RP11-367H5.7 antisense Exclusivo 1,45

RP11-540011.6 antisense Exclusivo 1,44

RP1-43E13.2 antisense Exclusivo 1,42

RP11-490D19.6 antisense Exclusivo 1,40

MED14-AS1 antisense Exclusivo 1,40

AC093171.1 antisense Exclusivo 1,39

RP11-292F9.2 antisense Exclusivo 1,36

RP11-80H5.4 antisense Exclusivo 1,34

CTD-2113L7.1 antisense Exclusivo 1,33
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RP11-656E20.3
RP11-6E9.4
RP11-359P5.1
AF127577.10
RP11-86708.5
CTC-506B8.1
RP11-159F24.6
IPO9-AS1
RP11-18005.2
RP11-73M7.1
RP1-59D14.1
PRRT3-AS1
RP11-361H10.2
RP11-288121.1
RP5-884G6.2
RP11-23N2.4
RP11-441015.3
RP11-458D21.2
RP11-659E9.4
RP11-49907.7
CTC-338M12.5
AC073072.5
AC009473.1
RP11-18C24.6
CTD-3037G24.3
MEIS1-AS3
RP11-506024.1
RP11-466F5.8
AC013269.4
RP11-47311.5
RP11-506H20.1
RP4-647C14.3
AC007679.3
RP11-133L14.5
RP11-181K12.2
RP11-80G7.1
AC006460.2
RP3-327A19.5
RP11-307C12.11
RP11-55605.5
RP11-412D9.4
RP11-804N13.1
RP11-540011.4

antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense

Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo

1,30
1,30
1,28
1,28
1,27
1,27
1,26
1,26
1,25
1,22
1,18
1,17
1,16
1,11
1,10
1,09
1,08
1,08
1,08
1,08
1,05
1,05
1,04
1,04
1,03
1,02
1,00
1,00
0,99
0,98
0,93
0,92
0,92
0,92
0,91
0,90
0,89
0,89
0,87
0,86
0,85
0,84
0,83
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SMARCAS5-AS1 antisense Exclusivo 0,76

RP11-177A2.4 antisense Exclusivo 0,74

RP3-400N23.6 antisense Exclusivo 0,74

HCG15 antisense Exclusivo 0,70

RP11-153F1.1 antisense Exclusivo 0,69

RP11-797H7.5 antisense Exclusivo 0,68

CTC-575N7.1 antisense Exclusivo 0,65

U52111.14 antisense Exclusivo 0,61

RP11-736E3.1 antisense Exclusivo 0,59

CTD-2213F21.2 antisense Exclusivo 0,57

RP11-511B23.2 antisense Exclusivo 0,55

RP11-283G6.3 antisense Exclusivo 0,54

CTD-2154111.2 antisense Exclusivo 0,52

RP11-560119.4 antisense Exclusivo 0,50

RP11-537H15.3 antisense Exclusivo 0,50

AC025335.1 antisense Exclusivo 0,50

AC012487.2 antisense Exclusivo 0,48

RP11-37C7.3 antisense Exclusivo 0,47

RP11-216B9.6 antisense Exclusivo 0,46

CTD-2540C19.1 antisense Exclusivo 0,45

RP11-9819.4 antisense Exclusivo 0,44
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RP11-157P1.5
RP11-52612.1
CTD-2574D22.2
CTC-338M12.6
RP11-63M22.2
RP11-445H22.3
RP11-877E17.2
RP11-186N15.3
AC004041.2
TMEM106A-AS1
RP11-522120.3
RP11-736K20.5
AC007038.7
DIAPH2-AS1
RP11-575L7.2
RP11-434112.2
RP4-639F20.1
RP11-158K1.3
AC009227.2
OSGEPL1-AS1
RP11-742B18.1
RP11-382A18.1
RP11-299G20.2
RP13-638C3.4
AC091729.9
NALCN-AS1
RP11-57H12.3
CTA-445C9.14
RP11-15B17.1
RP11-439E19.10
HOXAL1-AS
RP11-50D9.3
RP11-110G21.1
RP11-560G2.1
RP11-849H4.4
RP11-21M24.2
AC009133.14
RP11-196E1.3
RP11-34P13.7
AC009501.4
RP11-378J18.3
FAM13A-AS1
ACO011747.7

antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense
antisense

Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo

0,43
0,41
0,41
0,40
0,40
0,40
0,39
0,38
0,37
0,37
0,36
0,34
0,33
0,33
0,32
0,31
0,31
0,31
0,30
0,30
0,30
0,29
0,28
0,28
0,26
0,25
0,24
0,24
0,23
0,21
0,20
0,19
0,18
0,17
0,17
0,17
0,16
0,16
0,16
0,16
0,15
0,14
0,13
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RP4-694B14.5 antisense Exclusivo 0,12

RP11-265M18.2 antisense Exclusivo 0,09

RP11-438E5.1 antisense Exclusivo 0,08

RP11-327J17.3 antisense Exclusivo 0,05

RP11-164P12.4 antisense 12,01 101,51

CTA-204B4.6 antisense 8,35 42,81

RP11-488L.18.10 lincRNA Exclusivo 20,17

RP11-549K20.1 lincRNA Exclusivo 13,76

RP11-530C5.1 lincRNA Exclusivo 7,60

RP4-724E16.2 lincRNA Exclusivo 5,43

LINCO00340 lincRNA Exclusivo 3,83

RP11-760D2.1 lincRNA Exclusivo 3,72

AL592494.4 lincRNA Exclusivo 3,39

RP11-773D16.1 lincRNA Exclusivo 3,24

AC116609.3 lincRNA Exclusivo 2,81

AC090421.1 lincRNA Exclusivo 2,74

RP11-344N17.8 lincRNA Exclusivo 2,66

RP11-661C8.2 lincRNA Exclusivo 2,57

CTA-313A17.5 lincRNA Exclusivo 2,41

AC093642.6 lincRNA Exclusivo 2,23

RP1-180E22.3 lincRNA Exclusivo 2,16
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LINC00265
RP11-317N8.3
RP11-342C23.4
RP11-666A1.5
RP11-420G6.4
RP11-63812.8
RP11-315D16.4
RP11-195E2.4
RP11-396C23.2
RP11-314D7.4
RP11-202111.2
AC007966.1
AC012322.1
RP13-942N8.1
CTC-552D5.1
RP11-83M16.6
AC012668.2
RP11-766N7.4
RP11-461A8.5
AC093627.9
RP11-701H24.2
RP11-30K9.6
RP3-471C18.2
CTA-342B11.1
RP11-457P14.5
RP4-735C1.6
LINCO00159
RP11-761N21.1
RP11-357D18.1
RP11-305L7.3

RP4-633019_A.l

RP11-403P17.3
AC002310.12
CTD-319515.5
RP11-575H3.1
ACO073115.7
RP11-798K23.4
RP4-710M16.2
RP11-332J15.1
AC073115.6
RP11-23E10.3
AC017074.2
CTD-2016011.1

lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA

Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo

2,11
2,08
2,00
1,97
1,96
1,87
1,81
1,77
1,77
1,76
1,68
1,67
1,67
1,67
1,66
1,65
1,61
1,61
1,58
1,57
1,56
1,54
1,54
1,52
1,52
1,51
1,45
1,44
1,43
1,42
1,41
1,41
1,41
1,39
1,36
1,35
1,34
1,32
1,30
1,29
1,28
1,28
1,28
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LINCO00476 lincRNA Exclusivo 1,27

RP11-370110.2 lincRNA Exclusivo 1,27

RP11-498P14.5 lincRNA Exclusivo 1,24

AC062020.1 lincRNA Exclusivo 1,23

CTD-2091N23.1 lincRNA Exclusivo 1,15

RP11-114F10.2 lincRNA Exclusivo 1,14

RP11-66B24.5 lincRNA Exclusivo 1,12

RP11-202K23.1 lincRNA Exclusivo 1,09

RP13-608F4.8 lincRNA Exclusivo 1,08

AC005682.8 lincRNA Exclusivo 1,06

RP5-1024G6.5 lincRNA Exclusivo 1,06

RP11-624M8.1 lincRNA Exclusivo 1,01

RP11-347E10.1 lincRNA Exclusivo 1,00

RP1-102E24.8 lincRNA Exclusivo 0,99

RP11-685F15.1 lincRNA Exclusivo 0,98

RP11-19N8.4 lincRNA Exclusivo 0,95

RP11-38G5.4 lincRNA Exclusivo 0,95

RP4-704D21.2 lincRNA Exclusivo 0,92

RP11-760D2.5 lincRNA Exclusivo 0,91

RP11-87C12.5 lincRNA Exclusivo 0,88

AC079305.11 lincRNA Exclusivo 0,87
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AL163953.3
RP11-626G11.4
RP11-151N17.2
RP11-276H19.1
RBM26-AS1
RP11-115C21.2
AC007255.8
AC092614.2
RP11-819C21.1
RP5-936J12.1
RP11-348114.4
RP11-538P18.2
RP11-31E23.1
AC195454.1
RP11-368L12.1
AC091814.2
LINCO00116
LINCO00493
RP11-87H9.3
CTD-2291D10.2
RP11-363G15.2
RP11-350F4.2
RP11-645N11.2
RP11-589B3.6
ZNF718
RP11-252P19.1
AP000696.2
RP4-794H19.2
AC092835.2
AC073218.2
CTD-2354A18.1
CTC-504A5.1
AC108488.3
RP11-279N8.3
RP11-707G14.6
RP5-1172A22.1
AC074391.1
LIFR-AS1
RP11-111F5.4
RP11-83B20.1
RP11-508N12.2
RP11-122C21.1
PART1

lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA
lincRNA

Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo

0,86
0,85
0,83
0,82
0,82
0,82
0,81
0,79
0,78
0,77
0,76
0,76
0,76
0,75
0,74
0,73
0,72
0,71
0,71
0,70
0,69
0,68
0,67
0,67
0,66
0,64
0,63
0,63
0,63
0,62
0,62
0,61
0,60
0,58
0,58
0,57
0,57
0,57
0,57
0,56
0,55
0,55
0,54
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RP11-442N24 B.1 lincRNA Exclusivo 0,53

AC087590.3 lincRNA Exclusivo 0,52

RP11-305P14.1 lincRNA Exclusivo 0,50

RP11-304M2.2 lincRNA Exclusivo 0,47

U82695.10 lincRNA Exclusivo 0,46

RP11-513115.6 lincRNA Exclusivo 0,46

RP11-327L3.1 lincRNA Exclusivo 0,45

RP1-274L7.1 lincRNA Exclusivo 0,44

AC092937.2 lincRNA Exclusivo 0,42

LINCO00256A lincRNA Exclusivo 0,41

CTD-2291D10.1 lincRNA Exclusivo 0,39

RP11-557H15.3 lincRNA Exclusivo 0,37

RP11-138117.1 lincRNA Exclusivo 0,36

LINCO00230A lincRNA Exclusivo 0,35

RP11-413E6.8 lincRNA Exclusivo 0,34

RP3-326113.1 lincRNA Exclusivo 0,32

RP5-1070A16.1 lincRNA Exclusivo 0,32

RP11-213G2.2 lincRNA Exclusivo 0,32

AC018816.4 lincRNA Exclusivo 0,31

RP5-1030M6.2 lincRNA Exclusivo 0,30

RP11-5511.14.4 lincRNA Exclusivo 0,29



=

RP11-774D14.1 lincRNA Exclusivo 0,28

TMEM191C lincRNA Exclusivo 0,28

AC046143.7 lincRNA Exclusivo 0,27

RP11-867G23.3 lincRNA Exclusivo 0,26

RP5-1186N24.3 lincRNA Exclusivo 0,25

RP11-497D6.4 lincRNA Exclusivo 0,25

CTA-445C9.15 lincRNA Exclusivo 0,24

CTD-2001E22.2 lincRNA Exclusivo 0,23

RP4-781K5.8 lincRNA Exclusivo 0,20

CECRY7 lincRNA Exclusivo 0,18

RP11-989E6.10 lincRNA Exclusivo 0,18

AC007359.6 lincRNA Exclusivo 0,17

AC078941.1 lincRNA Exclusivo 0,14

RP11-430B1.2 lincRNA Exclusivo 0,14

DICER1-AS1 lincRNA Exclusivo 0,13

RP11-620J15.2 lincRNA Exclusivo 0,11

LINCO00277 lincRNA Exclusivo 0,08

TUGL lincRNA 13,34 1,50

MCMB3AP-AS1 lincRNA 5,86 5,94

RP4-550H1.6 lincRNA 4,16 94,48

MIR568 miRNA Exclusivo 22,69

AC098650.1 miRNA Exclusivo 14,73

38
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MIRLET7A2
MIR296
MIR100
AC097455.1
MIR298
AL023096.1
AC068704.2
AP005264.1
AL441988.1
RP11-1029J19.4
RP11-530C5.2
LINC00205
MIR17HG
GBA3
SEMA3B
RP11-143P4.2
AL591893.1
CTD-2503016.4
SCAMP1
STEAP2-AS1
RP11-589M4.3
RP11-290L1.5
RP11-494M8.4
RP11-91P24.7
AC012501.2
AC008592.5
RP11-499E18.1
CTD-2066L21.3
RP11-79P5.6
RP11-956E11.1
RP11-256L6.3
HIST2H2BA
RP11-563D10.1
RP11-57C13.6
RP1-90L14.1
RP11-611E13.2
CTD-2507G9.1
RP5-905H7.9
RP11-753H16.5
RP11-167H9.4
RP11-309L24.2
RP11-423H2.2
RP11-508M1.5

miRNA
miRNA
miRNA
miRNA
miRNA
miRNA
miRNA
miRNA
miRNA
Non-coding
Non-coding
Non-coding
Non-coding

polymorphic-pseudogene
polymorphic-pseudogene

processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript

Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo

9,84
8,98
8,98
8,26
8,17
7,64
7,56
6,47
5,17
1,33
1,08
1,03
0,77
0,61
0,09
7,85
5,33
4,88
4,52
4,00
3,67
3,50
2,86
2,46
2,45
2,16
2,14
2,02
1,77
1,70
1,67
1,67
1,51
1,45
1,43
1,42
1,41
1,39
1,32
1,29
1,29
1,27
1,26




140

UBXNS8
RP11-101P17.6
RP11-101C11.1
RP4-798P15.2
AC124789.1
LINC00443
AC022007.5
LINC00322
RP4-669L.17.11
RP11-845M18.3
AC073043.1
RP11-323115.5
RP11-3L8.3
RP4-735C1.4
RP11-104H15.7
RP11-85K15.2
AC005281.1
XX-CR54.3
PCBP1-AS1
RP1-240B8.3
RP11-457M11.2
RP11-529K1.2
RP11-108L7.7
AC018642.1
SNHG10
RP11-383C5.4
RP1-11703.2
RP3-416H24.1
AC103702.1
RP11-100L.22.2
AC137934.1
RP11-793H13.3
RP11-399D6.2
RP11-600K15.1
RP11-403113.4
RP1-90J20.7
RP11-758M4.4
AC017099.3
RP11-974F13.6
RP11-477J21.6
MAGI2-AS3
RP11-739N20.2
RP5-894A10.2

processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript

Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
18,31
13,48

1,21
1,16
1,13
1,09
1,08
1,07
1,04
1,03
1,02
1,00
0,95
0,93
0,90
0,89
0,80
0,76
0,66
0,65
0,59
0,54
0,52
0,49
0,47
0,47
0,47
0,45
0,43
0,42
0,35
0,33
0,32
0,31
0,31
0,30
0,28
0,26
0,26
0,19
0,19
0,13
0,09
96,78
5,09
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CTB-104F4.2
RP5-1061H20.4
RP11-384K6.6
RP11-659G9.3
DCP1A
RP11-61102.5
AC091304.3
RP11-152C15.1
CHCHD2P6
RP11-2F9.3
PTP4A1P7
BNIP3P1
RP1-96H9.5
NPM1P12
C100rf102
AC140481.7
AC093642.5
PIPSL
CIDECP
AC016734.2
FAMB86EP
OR7E14P
SDHAP3
CEP57L1P1
AC126544.2
MYLS8P
RP11-445P17.4
RP13-98N21.2
RP13-608F4.1
AC097523.2
RP11-863K10.4
RP11-497D6.2
FABP5P1
RP11-152F13.7
AC113554.1
KRT8P12
GBAP1
HSD17B7P2
TMED11P
AC002519.6
AP000356.1
RP11-440K22.1
SDHDP1

processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene

9,44
8,74
6,39
6,09
4,70
4,40
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo
Exclusivo

32,94
30,63
24,82
164,53
26,35
14,41
12,32
11,14
10,89
7,49
6,18
4,99
4,69
4,32
3,60
3,44
3,34
3,14
3,02
3,00
2,89
2,70
2,68
2,61
2,47
2,44
2,42
2,19
2,14
2,06
1,87
1,83
1,76
1,59
1,46
1,44
1,43
1,41
1,35
1,30
1,30
1,28
1,26




=

PPP1R2P3 pseudogene Exclusivo 1,26

CYP4F43P pseudogene Exclusivo 1,17

INTS4L2 pseudogene Exclusivo 1,03

RP11-2971L.17.6 pseudogene Exclusivo 0,96

CYP4F30P pseudogene Exclusivo 0,88

TAB3P1 pseudogene Exclusivo 0,84

ABCC6P1 pseudogene Exclusivo 0,79

ALMS1P pseudogene Exclusivo 0,78

BMPR1APS2 pseudogene Exclusivo 0,71

AC027612.1 pseudogene Exclusivo 0,68

LRRC37A6P pseudogene Exclusivo 0,60

GUSBP2 pseudogene Exclusivo 0,49

ZNF192P1 pseudogene Exclusivo 0,44

RP11-152F13.2 pseudogene Exclusivo 0,37

SLC6A10P pseudogene Exclusivo 0,33

GGT3P pseudogene Exclusivo 0,31

ZNF876P pseudogene Exclusivo 0,28

WBP11P1 pseudogene Exclusivo 0,24

AMZ2P1 pseudogene Exclusivo 0,21

RPLPOP2 pseudogene 5,02 18,96

42
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Apéndice 2 — Lista dos 90 RNAs longos ndo codificadores de proteinas e dos micro-RNAs
detectados nos sequenciamentos RIP-Anti-Ago2 em HelLa e que sdo preditos como pares
INcRNA-miRNA.
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Simbolo Classe (anotagéo Micro-RNAs detectados nos sequenciamentos e com

do IncRNA do GENCODE) predicdo de alvejar o INCRNA

HCG14 Antisense miR-551a

AC074391.1 lincRNA miR-363-3p;miR-153

LINCO00476 lincRNA miR-1244;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-219-5p; miR-876-3p;
miR-372; miR-140-5p;miR-193a-3p;miR-152;miR-455-5p;
miR-107;miR-301b

PART1 lincRNA miR-4770;miR-363-3p;miR-142-3p;miR-449¢-5p;miR-590-5p;
miR-22-3p;miR-219-5p;miR-152;miR-301b

CROCCP2 lincRNA miR-363-3p;miR-449c-5p; miR-20b-5p;miR-22-3p;miR-217;
miR-551a;miR-372;miR-193a-3p;miR-455-5p;miR-107

TMEM191C lincRNA miR-363-3p;miR-1244;miR-22-3p;miR-876-3p;miR-217;
miR-140-5p;miR-107

COX10-AS1 lincRNA miR-363-3p;miR-142-3p;miR-1244;miR-20b-5p;miR-22-3p;
miR-219-5p;miR-876-3p;miR-217;miR-372;miR-140-5p

PLK1S1 lincRNA miR-142-3p;miR-449c¢-5p;miR-1244;miR-22-3p;miR-219-5p;
miR-876-3p;miR-217;miR-215;miR-375;miR-140-5p

ENTPD3-AS1 lincRNA miR-142-3p;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-372

SEC22B lincRNA miR-363-3p;miR-142-3p;miR-375;miR-193a-3p;miR-33a-3p;
miR-301b

MAL2 lincRNA miR-363-3p;miR-137;miR-153;miR-1244;miR-20b-5p;miR-22-3p;
miR-876-3p;miR-375;miR-140-5p;miR-33a-3p;miR-152;miR-301b

LINCO00467 lincRNA miR-107

ZNF518A lincRNA miR-137;miR-142-3p;miR-153;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-22-3p;
mMiR-217;miR-375;miR-455-5p;miR-301b;miR-4770;miR-219-5p;
miR-372;miR-107

NBPF1 lincRNA MiR-4770;miR-137;miR-142-3p;miR-1244;miR-22-3p;miR-876-3p;
mMiR-375;miR-140-5p;miR-193a-3p;miR-152;miR-455-5p;miR-107

LINC00152 lincRNA miR-4770;miR-153;miR-193a-3p;miR-107

TUG1 lincRNA mMiR-132;miR-137;miR-138;miR-140;miR-141;miR-142-3p;miR-143;
miR-148b;miR-153;miR-190;miR-193;miR-216a;miR-219;miR-22;
miR-23b-3p;miR-31;miR-103a;miR-33a-3p

MIR100 mMiRNA miR-210

AL441988.1 miRNA miR-153;miR-363-3p

LINC00205 non-coding miR-153

CASC2 non-coding mMiR-363-3p;miR-153;miR-1244;miR-20b-5p;miR-590-5p;
mMiR-876-3p; MiR-217;miR-215;miR-193a-3p;miR-152;miR-301b;
mMiR-4770;miR-449¢-5p;miR-372;miR-140-5p;miR-107

SCAMP1 processed-transcript ~ miR-4770;miR-363-3p;miR-137;miR-142-3p;miR-153;miR-20b-5p;
miR-210;miR-22-3p;miR-217;miR-551a;miR-215;miR-372;
miR-33a-3p; miR-107

UBXN8 processed-transcript  miR-217;miR-193a-3p;miR-590-5p

PCBP1-AS1 processed-transcript  miR-363-3p;miR-142-3p;miR-1244;miR-20b-5p; miR-590-5p;
miR-22-3p; miR-876-3p;miR-217;miR-215;miR-375;miR-193a-3p;
miR-455-5p;miR-4770;miR-449¢c-5p;miR-219-5p;miR-372;
miR-140-5p; miR-33a-3p;miR-107

POLDIP2 processed-transcript  miR-137;miR-20b-5p;miR-193a-3p;miR-152;miR-455-5p;miR-107;
miR-22-3p

VPS11 processed-transcript ~ miR-137;miR-153;miR-590-5p; miR-22-3p;miR-219-5p;miR-217;

miR-215; miR-375;miR-372;miR-193a-3p;miR-455-5p;miR-301b
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Cl4orfl67

LRRC37BP1

CWC15
ALDH3B1
SLC37A4
RECQL4
PRIM2

PPP1R9B
BNIP3P1
CIDECP

ORT7E14P
SDHAP3
GBAP1
HSD17B7P2
TMED11P
HSPY0AA4P
PIP5K1P1
CYP4F30P
FAMB86FP
ALMS1P
KIAA0664L3

SLC6A10P

GGT3P
AMZ2P1

RPS3AP47
CA5BP1

PIPSL

TMEM198B
ZNF833P

DPY19L2P2

MSL3P1
BTN2A3P

processed-transcript

processed-transcript

processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript
processed-transcript

processed-transcript
pseudogene
pseudogene

pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene

mMiR-4770;miR-449c¢-5p;miR-153;miR-1244;miR-22-3p;miR-876-3p;
miR-217;miR-140-5p;miR-193a-3p;miR-152;miR-455-5p;miR-301b
mMiR-4770;miR-153;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-22-3p; miR-219-5p;
mMiR-217;miR-375;miR-372;miR-193a-3p;miR-33a-3p;miR-152;
miR-107
mMiR-4770;miR-363-3p;miR-449¢c-5p;miR-20b-5p;miR-22-3p;
miR-215; miR-375;miR-193a-3p;miR-107;miR-301b
mMiR-4770;miR-449¢-5p;miR-153;miR-20b-5p;miR-22-3p;miR-372;
miR-33a-3p;miR-152;miR-107
MiR-4770;miR-142-3p;miR-449¢c-5p;miR-153;miR-1244;miR-22-3p;
miR-876-3p;miR-140-5p;miR-193a-3p

miR-142-3p;miR-449¢-5p; miR-193a-3p;miR-210;miR-152;miR-107;
miR-22-3p
miR-20b-5p;miR-217;miR-375;miR-372;miR-33a-3p;miR-152;
miR-107; miR-301b
miR-4770;miR-449¢c-5p;miR-20b-5p;miR-215;miR-372;miR-152
miR-137;miR-20b-5p;miR-210;miR-107;miR-301b
miR-363-3p;miR-137;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-22-3p; miR-372;
miR-152

miR-4770

miR-152;miR-107
miR-219-5p;miR-217;miR-153;miR-33a-3p;miR-152;miR-22-3p
mMiR-4770;miR-20b-5p;miR-219-5p;miR-372

miR-375

miR-215;miR-375;miR-193a-3p;miR-455-5p
miR-142-3p;miR-372;miR-33a-3p;miR-107

miR-363-3p;miR-372

miR-4770;miR-449¢-5p;miR-372;miR-107
miR-4770;miR-193a-3p;miR-210
mMiR-4770;miR-142-3p;miR-449¢c-5p;miR-210;miR-22-3p;miR-215;
miR-372
miR-363-3p;miR-137;miR-142-3p;miR-449c-5p;miR-1244;
miR-22-3p; miR-876-3p;miR-375;miR-372;miR-140-5p;miR-193a-3p;
miR-152
miR-219-5p;miR-363-3p;miR-137;miR-217;miR-33a-3p;miR-152;
miR-22-3p
mMiR-4770;miR-363-3p;miR-142-3p;miR-449c¢-5p;miR-153;miR-215;
miR-455-5p;miR-301b

miR-219-5p
miR-876-3p;miR-137;miR-551a;miR-1244;miR-372;miR-140-5p;
miR-193a-3p;miR-152;miR-107
mMiR-142-3p;miR-153;miR-1244;miR-22-3p;miR-219-5p;miR-876-3p;
miR-140-5p;miR-33a-3p;miR-107
mMiR-4770;miR-449c¢-5p;miR-22-3p;miR-219-5p;miR-372;miR-33a-3p
mMiR-4770;miR-363-3p;miR-153;miR-219-5p;miR-217;miR-33a-3p;
miR-107
miR-363-3p;miR-137;miR-153;miR-1244;miR-590-5p;miR-22-3p;
miR-219-5p;miR-876-3p;miR-217;miR-375;miR-140-5p;
miR-193a-3p; miR-152;miR-107;miR-301b
miR-372;miR-20b-5p;miR-22-3p
miR-4770;miR-363-3p;miR-142-3p;miR-449¢-5p;miR-20b-5p;
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ATP8B5P
PMS2CL
SRSF8

AFG3L1P

RPOP
STAG3L4

NSUNS5P2
TTC3P1

EGFEM1P

TUBBP1
CRYBB2P1

RCN1P2
HLA-P

SRGAP2P2
PLEKHASP1
RPL31P11
PI4KAP2

FKBPIL

HNRNPA3P3
COX5BP2
SDHAP1

HERC2P3
SCAND2

HERC2P9

UBE2Q2P1
SEPT7P2

ZNF767

SRP72P2
ANKRD36B

pseudogene
pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene
pseudogene
pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene
pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene

pseudogene

pseudogene
pseudogene

miR-372; miR-33a-3p;miR-152;miR-455-5p;miR-107;miR-301b
miR-363-3p;miR-153;miR-1244;miR-20b-5p;miR-876-3p;miR-217;
mMiR-375;miR-4770;miR-449¢c-5p;miR-372;miR-140-5p;miR-107
miR-449c¢-5p;miR-1244;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-876-3p;
miR-372; miR-140-5p;miR-33a-3p;miR-107
miR-4770;miR-142-3p;miR-20b-5p;miR-22-3p;miR-217;miR-375;
miR-372;miR-301b
miR-137;miR-1244;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-876-3p;miR-215;
miR-375;miR-193a-3p;miR-152;miR-301b;miR-449c¢-5p;miR-210;
miR-372;miR-140-5p;miR-33a-3p;miR-107
miR-217;miR-372;miR-20b-5p
mMiR-4770;miR-1244;miR-22-3p;miR-876-3p;miR-140-5p;
miR-193a-3p; miR-455-5p;miR-107
miR-137;miR-449¢-5p;miR-551a;miR-210;miR-455-5p;miR-107
miR-137;miR-142-3p;miR-590-5p;miR-22-3p;miR-217;miR-375;
miR-372; miR-193a-3p;miR-152;miR-107;miR-301b
miR-4770;miR-153;miR-20b-5p;miR-217;miR-372;miR-193a-3p;
miR-33a-3p;miR-301b

miR-142-3p;miR-449¢-5p; miR-455-5p;miR-22-3p
miR-153;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-22-3p;miR-217;miR-215;
miR-372;miR-33a-3p;miR-455-5p;miR-107;miR-301b
miR-449c¢-5p;miR-107
mMiR-137;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-215;miR-301b;miR-4770;
miR-219-5p;miR-372;miR-33a-3p

miR-215

miR-4770;miR-215;miR-372;miR-107
miR-219-5p;miR-590-5p;miR-33a-3p;miR-107
miR-142-3p;miR-153;miR-20b-5p;miR-22-3p;miR-217;miR-215;
miR-193a-3p; miR-152;miR-455-5p;miR-301b;miR-4770;
mMiR-449¢-5p; miR-210;miR-219-5p;miR-372;miR-107
mMiR-4770;miR-142-3p;miR-449¢-5p;miR-1244;miR-210;miR-876-3p;
miR-372;miR-140-5p;miR-193a-3p;miR-152;miR-107

miR-217

miR-22-3p

miR-449c¢-5p;miR-20b-5p;miR-217;miR-375;miR-152;
miR-455-5p;miR-107
miR-142-3p;miR-449¢-5p;miR-1244;miR-876-3p;miR-215;miR-375;
miR-140-5p;miR-193a-3p;miR-33a-3p;miR-152;miR-107
miR-4770;miR-137;miR-449¢c-5p;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-217;
miR-215;miR-372;miR-33a-3p;miR-152;miR-107
miR-142-3p;miR-449c¢-5p;miR-153; miR-1244;miR-20b-5p;
miR-219-5p; miR-876-3p;miR-217;miR-215;miR-375;miR-140-5p;
miR-193a-3p;miR-33a-3p;miR-152;miR-107
mMiR-876-3p;miR-1244;miR-140-5p;miR-455-5p;miR-107;miR-22-3p
miR-4770;miR-22-3p;miR-219-5p;miR-217;miR-215;miR-375;
miR-152; miR-455-5p
mMiR-4770;miR-449c¢-5p;miR-153;miR-1244;miR-210;miR-876-3p;
miR-215;miR-372;miR-140-5p;miR-455-5p;miR-107
miR-219-5p;miR-137;miR-375;miR-33a-3p;miR-152
mMiR-137;miR-153;miR-1244;miR-20b-5p;miR-590-5p;miR-876-3p;
miR-215;miR-375;miR-193a-3p;miR-301b;miR-4770;miR-449c¢-5p;
miR-219-5p;miR-372;miR-140-5p;miR-107
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WASH3P
HMGB1P5
HERC2P2

FTH1P10

pseudogene
pseudogene
pseudogene

pseudogene

miR-137;miR-217;miR-193a-3p;miR-33a-3p;miR-455-5p;miR-22-3p
miR-142-3p;miR-107
miR-142-3p;miR-1244;miR-20b-5p;miR-876-3p;miR-215;miR-375;
miR-193a-3p;miR-152;miR-4770;miR-449c-5p;miR-210;miR-219-5p;
miR-372;miR-140-5p;miR-33a-3p;miR-107

miR-215
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