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“(...) Sou só uma rede vazia diante dos olhos humanos na escuridão e de dedos habituados à 

longitude do tímido globo de uma laranja. Caminho como tu, investigando as estrelas sem fim e 

em minha rede, durante a noite, acordo nu. A única coisa capturada é um peixe preso dentro do 

vento.” 

 

Pablo Neruda (1904 - 1973) 



RESUMO 

Camargo, L. Expressão de RNA não codificadores intrônicos longos em linhagens celulares 

humanas e seu controle epigenético por metilação do DNA. 2012. 227p. Tese de Doutorado - 

Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, 

São Paulo. 

 

 

Estudos recentes têm revelado que uma fração significativa do transcriptoma de 

eucariotos é composta por RNAs não codificadores longos (lncRNAs). Este trabalho investigou o 

padrão de expressão de um conjunto de lncRNAs originados a partir de regiões intrônicas de 

genes codificadores de proteínas em três linhagens celulares tumorais humanas utilizando 

microarranjos de DNA customizados. Realizamos uma série de análises in silico com a 

perspectiva de identificar propriedades globais desses transcritos, tais como a abundância relativa 

em diferentes tecidos, características evolutivas, estruturais e regulatórias, além de possíveis 

funções celulares. Avaliamos também a contribuição da metilação do DNA, um mecanismo de 

silenciamento epigenético da expressão de genes codificadores de proteínas, na regulação da 

expressão de lncRNAs intrônicos. 

Observamos que uma fração dos lncRNAs intrônicos detectados nas linhagens estudadas 

são conservados evolutivamente, tem padrão de expressão tecido específico, e está enriquecida 

em elementos regulatórios na sua extremidade 5’. Foram identificados subconjuntos de lncRNAs 

intrônicos possivelmente atuando sobre genes associados a vias regulatórias importantes para o 

controle do desenvolvimento de organismos e ciclo celular. Comparativamente a mRNAs, uma 

menor proporção de lncRNAs intrônicos possui ilhas CpGs (CGIs) na vizinhança de seu início de 

transcrição. Apesar disso, observamos que um subconjunto desses transcritos teve sua expressão 

sensível ao tratamento com o agente desmetilante de DNA 5-AZA, demonstrando que lncRNAs 

intrônicos transcritos podem estar sujeitos a regulação transcricional mediada por metilação do 

DNA. 



Dentre os lncRNAs intrônicos regulados por metilação do DNA, destaca-se o lncRNA 

AS-APP, cuja expressão aumentou em 25 a 80 vezes nas linhagens celulares DU-145 e HEK293, 

respectivamente, após tratamento com 5-AZA. Este lncRNA possui uma CGI metilada e um 

promotor ativo a cerca de 4 kb de distância do seu início de transcrição conhecido. O aumento da 

transcrição do lncRNA AS-APP após desmetilação do DNA correlacionou-se a uma diminuição 

significativa dos níveis de expressão do mRNA do gene APP. Este resultado sugere uma possível 

ação regulatória em cis do lncRNA AS-APP no locus APP, um importante gene envolvido na 

doença de Alzheimer e com expressão associada ao prognóstico de alguns tipos de câncer. Os 

resultados obtidos neste trabalho reforçam a ideia de que lncRNAs intrônicos constituem 

unidades transcricionais independentes que se encontram sobre controle regulatório nos 

diferentes tipos celulares. Foi gerado também um catálogo de lncRNAs intrônicos regulados por 

metilação que permitirá a seleção de candidatos com maior potencial de relevância funcional 

para caracterização detalhada. 

 

Palavras-chave: RNAs não codificadores intrônicos, metilação do DNA, epigenética, expressão 

gênica.  

  



ABSTRACT 

Camargo, L. Long intronic noncoding RNA expression in human cell lines and its DNA 

methylation epigenetic control. 2012. 227p. PhD Thesis – Graduate Program in Biochemistry. 

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

 

Recent studies have revealed that a significant fraction of the eukaryotic transcriptome is 

composed of long noncoding RNAs (lncRNAs). This work investigated the expression pattern in 

three human tumor cell lines of a set of lncRNAs originated from intronic regions of protein 

coding RNAs, using custom DNA oligoarrays. In silico analyses were performed to identify 

global properties of these transcripts such as relative abundance in different human tissues, 

regulatory, evolutionary and structural aspects, as well as their possible cellular functions. In 

addition, we evaluated the contribution of DNA methylation, an important epigenetic mechanism 

that control the expression of protein coding genes, in the regulation of intronic lncRNAs 

expression. We found that a fraction of the intronic lncRNAs detected in the cell lines are 

evolutionarily conserved, show a tissue specific expression pattern, and is enriched in regulatory 

elements at their 5’ end region. Subsets of intronic lncRNAs possibly acting on genes associated 

to important regulatory pathways controlling organism development and cell cycle were 

identified. 

A smaller proportion of intronic lncRNAs relative to mRNAs displayed CpG islands 

(CGI) in the vicinity of the transcription start site. Notwithstanding, we observed that a subset of 

these transcripts responded to treatment with the DNA demethylation agent 5-AZA, 

demonstrating that intronic lncRNAs may be under transcriptional regulation mediated by DNA 

methylation. 

Among intronic lncRNAs regulated by DNA demethylation, stands out AS-APP lncRNA, which 

was up regulated 25 to 80 times in DU-145 and HEK293 cell lines following 5-AZA treatment, 

respectively,. This lncRNAs has a methylated CGI and an active promoter at 4-kb upstream from 



its known transcription start site. Increased AS-APP lncRNA transcription following DNA 

demethylation correlated with a significant decrease of APP gene messenger RNA levels. This 

finding suggests a possible cis-regulatory action of the lncRNA AS-APP in the APP locus, an 

important gene involved in Alzheimer disease and whose expression is associated with prognosis 

of different cancer types. The results obtained in this study reinforce the idea that intronic 

lncRNAs constitute independent transcriptional units under regulatory control in the different cell 

types. It was generated a catalog of intronic lncRNAs regulated by DNA methylation that will 

allow the selection of candidates with higher potential of functional relevance for detailed 

characterization. 

 

Keywords: intronic noncoding RNAs, DNA methylation, epigenetics, gene expression.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A complexidade do transcriptoma eucariótico 

Nos últimos anos, análises da expressão gênica em larga escala têm demonstrado que a 

atividade transcricional do genoma humano, e de outros mamíferos e eucariotos superiores é 

muito maior do que havia sido previsto, sendo que a maioria desses novos transcritos mapeia fora 

de regiões anotadas do genoma (Willingham and Gingeras 2006). Uma análise pioneira da 

atividade transcricional dos cromossomos 21 e 22 com microarrays de alta densidade (tiling 

arrays) indicou que a diversidade de transcritos em células humanas é aproximadamente 10 vezes 

maior do que o predito pela anotação gênica existente (Kapranov et al. 2002). Kampa e 

colaboradores, em uma análise da atividade dos mesmos cromossomos em 11 linhagens 

celulares, detectaram que a menor parte dos transcritos detectados representavam genes 

codificadores de proteínas (Kampa et al. 2004). Consistentemente, esta abundância de transcritos 

tem sido confirmada por outros experimentos de tiling array cobrindo grandes regiões genômicas 

em humanos e murinos (Bertone et al. 2004; Cheng et al. 2005; Kapranov et al. 2005) e também 

por diferentes abordagens experimentais: sequenciamento de bibliotecas de cDNA (Okazaki et al. 

2002; Numata et al. 2003; Carninci et al. 2005), MPSS (Massively Parallel Signature 

Sequencing) (Jongeneel et al. 2005), SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) (Chen et al. 

2002; Saha et al. 2002), ou predições computacionais (Washietl et al. 2005; Glusman et al. 2006).  

Com o emprego da tecnologia de tiling arrays, foi possível avaliar a atividade 

transcricional da porção não repetitiva do genoma humano (Bertone et al. 2004). Utilizando 

apenas a fração poli(A)+ de RNA isolado de fígado de vários indivíduos, um total de 13.889 

unidades transcricionais longas foram detectadas, das quais 65% mapeiam em regiões não 

anotadas do genoma. Deste grupo, cerca de 35% são transcritos que mapeiam inteiramente dentro 
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de íntrons, sendo que metade são transcritos na mesma orientação do gene codificador e a outra 

metade é transcrita na fita oposta, gerando RNAs antissenso. 

Todas estas observações têm alterado a compreensão da organização e funcionamento dos 

genomas eucarióticos. Ao invés de concentrar toda a atividade transcricional em uma fração 

minoritária que contem genes codificadores de proteína, o genoma parece ser formado por redes 

intricadas de regiões transcritas, incluindo porções codificadoras e não codificadoras, gerando 

moléculas de RNA que se sobrepõe total ou parcialmente, na mesma orientação ou em 

orientações opostas (Kapranov et al. 2005). Em uma análise do transcriptoma de camundongos e 

humanos foi observado que grande parte do genoma é transcrito em ambas as fitas, chamadas de 

“florestas transcricionais”, intercaladas por regiões de desertos transcricionais (Carninci et al. 

2005). Em muitos casos, em um mesmo locus é observada a expressão de cadeias de pelo menos 

três transcritos independentes com sobreposição senso/antissenso ou com promotores 

bidirecionais (Engstrom et al. 2006). Mais ainda, dados experimentais indicam que mais de 70% 

dos transcritos em mamíferos possuem sobreposição com um RNA antissenso (Katayama et al. 

2005). Estas observações somam-se ao fato de que a maioria dos transcritos possui sítios de 

iniciação da transcrição, de terminação e padrões de splicing alternativos (Carninci et al. 2005), 

aumentando ainda mais a complexidade do transcriptoma. Mais recentemente, o projeto 

ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements Consortium) analisou intensivamente 1% do genoma 

humano utilizando várias abordagens, incluindo tiling arrays genômicos de alta densidade e 

sequenciamento “deep sequencing” de bibliotecas de cDNA (RNA-seq), e demonstrou que ao 

menos 90% do DNA genômico é transcrito em diferentes células humanas, sendo que desta 

fração, apenas 1,2% é capaz de codificar proteínas (Birney et al. 2007; Kapranov et al. 2007).  

A análise do transcriptoma de organismos eucarióticos inferiores usando tiling arrays 

genômicos mostrou que a transcrição pervasiva do genoma não é restrita aos mamíferos, mas 
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estende-se a moscas (>85% do genoma de Drosophila melanogaster é transcrito nas primeiras 

24h do desenvolvimento embrionário), nematóides (>70% do genoma é transcrito em C. elegans 

em populações de diferentes estágios de desenvolvimento) e leveduras (>85% do genoma é 

expresso em meio rico em nutrientes) (Amaral and Mattick 2008).  

Somada às análises do transcriptoma em larga escala em diversos organismos, análises 

genômicas têm revelado que a complexidade biológica de um organismo não é diretamente 

relacionada ao número de genes codificadores de proteínas de seu genoma, mas sim com o 

aumento da proporção não codificadora do transcriptoma dessas espécies. Por exemplo, 

vertebrados superiores, como humanos e camundongos, têm aproximadamente 20.000 a 25.000 

genes. Comparativamente, apesar da menor complexidade biológica, eucariotos inferiores como, 

Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans, têm um número similar de genes 

codificadores de proteínas, 13.000 e 19.000, respectivamente (Consortium 1998; Adams et al. 

2000; Lander et al. 2001; Waterston et al. 2002). A partir desse aparente paradoxo, foi observado 

que enquanto a complexidade biológica de um organismo aumenta, observa-se o aumento 

proporcional de sequências não codificadoras em seu genoma, que pode variar de 0,25% do total 

no genoma de procariotos até mais de 98% no genoma humano (Taft et al. 2007). Estas 

observações sugerem que o ganho de complexidade funcional que ocorre ao longo da escala 

evolutiva não depende apenas do maior número de genes codificadores de proteínas, e que a 

aquisição de novos RNAs não codificadores (ncRNAs) possa fornecer um repertório maior de 

moléculas com funções regulatórias, permitindo o desenvolvimento complexo de eucariotos 

superiores (Taft et al. 2007).  
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1.2 RNAs não codificadores (ncRNAs) em eucariotos 

Atualmente existem fortes indícios de que a expressão de ncRNAs provenientes de 

regiões intrônicas com orientação transcricional senso ou antissenso em relação ao mRNA do 

mesmo locus gênico e de regiões intergênicas ativas seja um fenômeno bastante geral, observado 

em múltiplos modelos biológicos e medido através de diversas técnicas (Mattick and Makunin 

2006). A funcionalidade destes transcritos é um tema em discussão pela comunidade científica. 

Há a hipótese de que ncRNAs possam representar meramente um ruído transcricional resultante 

do reconhecimento ilegítimo de promotores pela RNA polimerase II (RNAP II) (Kapranov et al. 

2005; Struhl 2007; van Bakel et al. 2010). Por outro lado, tem sido proposto que os ncRNAs 

ainda não caracterizados possam desempenhar funções regulatórias (Mattick and Makunin 2006). 

Especula-se que estes RNAs poderiam compor redes de sinalização que controlariam e 

integrariam processos celulares complexos, com papel determinante na ontogenia e evolução dos 

eucariotos (Mattick 1994; Mattick 2001; Amaral and Mattick 2008). 

Argumentos a favor da expressão funcional de ncRNAs são apoiados por estudos que 

combinam ensaio de imunoprecipitação da cromatina (Chromatin Immunoprecipitation Assays - 

ChIP) e tiling arrays. Esta estratégia permitiu o mapeamento de sítios regulatórios, em alta 

resolução, ao longo do genoma humano e mostrou que existe ligação de fatores de transcrição 

não só na região promotora de genes codificadores de proteínas, mas também em regiões 

intrônicas e intergênicas do genoma, o que apoia a existência disseminada da transcrição 

(Martone et al. 2003; Cawley et al. 2004; Euskirchen et al. 2004; Kim et al. 2005). De fato, nos 

últimos anos, vários ncRNAs têm sido caracterizados, com funções associadas à regulação de 

uma grande variedade de processos celulares tais como splicing alternativo, edição de RNA 

(conversão de adenosinas em inosinas), silenciamento gênico, compensação de dose, imprinting 
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genômico, metilação de DNA e formação de heterocromatina (Chen and Carmichael 2010; 

Moran et al. 2012; Rinn and Chang 2012).  

Tem sido convencional na literatura, para efeito de sistematização, classificar ncRNAs em 

função do seu tamanho: ncRNAs longos (lncRNAs) quando maiores que 200 nucleotídeos e 

ncRNAs curtos, menores que 200 nucleotídeos (Clark and Mattick 2011). Entre os ncRNAs 

curtos (< 200 nt) estão inclusos os microRNAs (miRNAs), small nuclear RNAs (snRNAs), small 

nucleolar RNAs (snoRNAs), piwi-interacting RNAs (piRNAs), pequenos RNAs associados à 

regiões promotoras, entre outros (Girard et al. 2006; Carthew and Sontheimer 2009; Fejes-Toth et 

al. 2009; Taft et al. 2009). Entre os ncRNAs longos incluem-se RNAs com 200 até vários 

milhares de nucleotídeos, com ou sem splicing (Qureshi et al. 2010). Alguns lncRNAs servem de 

precursores para ncRNAs curtos como miRNAs e snoRNAs (Mattick and Makunin 2005). 

Dentre os ncRNAs curtos, os mais estudados e caracterizados funcionalmente são os 

microRNAs (miRNAs). Os miRNAs compreendem uma grande família de pequenos RNAs que 

atuam como reguladores pós-transcricionais chave da expressão gênica em metazoários e plantas 

(Bartel 2009; Carthew and Sontheimer 2009). Os miRNAs são originados a partir de RNAs 

precursores (pri-miRNAs), tipicamente gerados pela RNAP II em unidades transcricionais 

independentes, ou em regiões intrônicas ou exônicas de genes. Após sua transcrição, o pri-

miRNA forma uma estrutura secundária característica em forma de grampo (hairpin) que é 

clivada sequencialmente por enzimas da família RNAse III. A enzima nuclear Drosha cliva o pri-

miRNA dando origem ao precursor pré-miRNA, com cerca de 70 nucleotídeos, que é em seguida, 

exportado para o citoplasma e processado pela enzima Dicer gerando a forma madura do miRNA 

(Kim et al. 2009). Alternativamente, microRNAs podem ser gerados independentemente de 

Drosha, a partir de regiões intrônicas curtas (mirtrons), como um subproduto da maquinaria de 

splicing (Sibley et al. 2012). 
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As moléculas de miRNA atuam como RNAs antissenso, direcionando especificamente os 

RNAs alvos ou à degradação ou à inibição da tradução, dependendo de se sua 

complementaridade for total ou parcial, respectivamente (Bartel 2004; Petersen et al. 2006). O 

processo de repressão da expressão gênica envolve a via de “interferência de RNA”, ou RNAi 

(RNA interference), no qual os miRNAs se associam a complexos contendo endonucleases, 

denominados RISC (RNA induced silencing complex), onde direcionam o silenciamento pós-

transcricional de genes específicos (Bartel 2004). 

A maioria dos miRNAs apresenta sequências evolutivamente conservadas (Lagos-

Quintana et al. 2003) e muitos têm a expressão modulada espacial ou temporalmente (Krichevsky 

et al. 2003; Kasashima et al. 2004; Liu et al. 2004; Wienholds et al. 2005), participando da 

regulação de uma enorme gama de processos fisiológicos (Ambros 2004), inclusive em 

tumorigênese (Esquela-Kerscher and Slack 2006; Ventura and Jacks 2009). Um miRNA pode ter 

muitos alvos e um mRNA pode ser alvo de vários miRNAs, ampliando, assim, sua influência em 

redes de regulação da expressão gênica (Farh et al. 2005; Lim et al. 2005). Alguns estudos 

indicam que aproximadamente 50% dos genes humanos têm a expressão modulada por miRNAs 

(Krol et al. 2010), sendo que já foram descritos cerca de 1900 miRNAs em humanos (Kozomara 

and Griffiths-Jones 2011).  

Além dos miRNAs, existem outras classes já conhecidas de pequenos ncRNAs 

funcionalmente relevantes (Liu et al. 2005; Mattick and Makunin 2005). Os snoRNAs possuem 

de 60 a 300 nt e são originados a partir do processamento de íntrons excisados ou da clivagem 

endonucleolítica de transcritos primários. Sua atuação se baseia no pareamento de pequenos 

trechos de sua sequência com RNAs alvo, sendo tipicamente envolvidos no processo de 

modificação de RNAs ribossomais, no qual direcionam a atuação de proteínas que promovem a 

pseudouridilação ou metilação de bases específicas (Kiss 2002). 
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Os piRNAs (Piwi-interacting RNAs), encontrados associados com proteínas Argonauta da 

subfamília PIWI, são pequenos RNAs regulatórios (de 26 a 30 nt) extremamente abundantes em 

testículos de ratos e camundongos, que estão envolvidos no processo de espermatogênese em 

mamíferos, onde atuam dirigindo o silenciamento da expressão de retrotransposons (Girard et al. 

2006; Grivna et al. 2006; Siomi et al. 2011).  

A classe de lncRNAs, arbitrariamente definida apenas com base no tamanho de suas 

sequências (> 200 nt), é uma classe de transcritos eucarióticos sem potencial codificador para 

proteínas que têm recentemente emergido a partir de estudos do transcriptoma de diversos 

organismos (Okazaki et al. 2002; Bertone et al. 2004; Birney et al. 2007; Kapranov et al. 2007; 

Amaral et al. 2011). 

Esta classe compreende ncRNAs intergênicos, bem como ncRNAs intragênicos que se 

sobrepõem a ambas as fitas de loci gênicos codificadores de proteínas (Carninci et al. 2005; 

Katayama et al. 2005; Kapranov et al. 2007), incluindo lncRNAs associados a promotores 

(Kapranov et al. 2007), lncRNAs intrônicos (Louro et al. 2009), transcritos bidirecionais 

(Katayama et al. 2005), isoformas alternativas não codificadoras de genes codificadores de 

proteínas (Hashimoto et al. 2009) e mRNAs que possuem papel regulatório como RNAs não 

traduzidos (Candeias et al. 2008; Chooniedass-Kothari et al. 2010). 

Muitos lncRNAs detectados compartilham características estruturais comuns a mRNAs, tais 

como presença de cauda poli(A), cap 5’ e splicing, sendo chamados de mRNA-like ncRNAs 

(Erdmann et al. 2001; Numata et al. 2003). Porém, estudos recentes demonstram que uma fração 

majoritária dos RNAs expressos em células de mamíferos não possui estas características. Foi 

observado que cerca de metade de todos os transcritos gerados em células humanas são retidos no 

núcleo, e que cerca de 44% dos RNAs nunca são poliadenilados e aproximadamente 37% são 

bimórficos, encontrados nas formas poli(A)+ e poli(A)- (Cheng et al. 2005). Mais da metade dos 
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RNAs poli(A)- nunca exportada para o citoplasma são transcritos intrônicos. Uma parcela dos 

lncRNAs encontrados com as metodologias baseadas em síntese de cDNA com oligo(dT) não 

correspondem necessariamente a RNAs pós-transcricionalmente poliadenilados, mas a transcritos 

ainda maiores detectados devido à existência de trechos ricos em adeninas em sua sequência que 

servem de sítios internos de anelamento (internal priming) (Furuno et al. 2006). 

Estudos de genômica comparativa têm indicado a relevância funcional das regiões não 

codificadoras de proteína, ao revelar que em torno de 5% do genoma humano se encontra sob 

pressão seletiva, apesar de apenas 1,5% ser composto por sequências codificadoras (Waterston et 

al. 2002; Siepel et al. 2005). Ainda, a maior parte das regiões ultraconservadas, sequências de 

pelo menos 200 pb com 100% de identidade entre o genoma humano e murino (Bejerano et al. 

2004), e também das sequências preservadas da inserção de transposons (Simons et al. 2006) são 

localizadas em regiões intrônicas e intergênicas. 

Recentemente, foram identificados lncRNAs (>1kb) intergênicos, coletivamente denominados 

como lincRNAs (long intergenic noncoding RNAs). Estes transcritos têm expressão tecido 

específica, são conservados evolutivamente e alguns têm sido descritos como responsáveis por 

recrutar e conferir especificidade de alvo à complexos remodeladores da cromatina (Guttman et 

al. 2009; Khalil et al. 2009; Guttman et al. 2010; Cabili et al. 2011). 

Suportando a ideia de que muitos lncRNAs possam ter relevância fisiológica, tem sido 

observado que a expressão de um grande número dessas moléculas em humanos e camundongos 

ocorre de forma tecido específica e é regulada em resposta a sinais externos e mudanças 

ambientais (Cawley et al. 2004; Kampa et al. 2004; Reis et al. 2004; Ravasi et al. 2006; Nakaya 

et al. 2007). Por exemplo, o nível da expressão de lncRNAs é regulado em células humanas em 
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diferenciação induzida por ácido retinóico, com uma resposta similar à observada para a 

população de mRNAs (Cawley et al. 2004). 

Finalmente, uma informação importante vem da constatação de que lncRNAs estão 

envolvidos no desenvolvimento de doenças genéticas em humanos (Costa 2005; Szymanski et al. 

2005), como por exemplo, o câncer (Gibb et al. 2011; Prensner and Chinnaiyan 2011; Reis and 

Verjovski-Almeida 2012). 

 Nosso grupo tem focado o estudo na caracterização de uma classe de lncRNAs sem 

splicing e originados de regiões intrônicas do genoma, com orientação senso ou antissenso em 

relação aos genes em que mapeiam (Reis et al. 2004; Louro et al. 2007). Um trabalho realizado 

em nosso laboratório demonstrou que um subconjunto dos lncRNAs intrônicos têm sua 

transcrição diretamente regulada por andrógeno, de maneira semelhante ao que ocorre com 

mRNAs (Louro et al. 2007). Além disso, foi demonstrado que subconjuntos desses lncRNAs 

intrônicos são expressos em tecidos de rim, próstata e fígado humanos (Nakaya et al. 2007), em 

células tronco mesenquimais (Secco et al. 2009), em células CD34
+ 

de pacientes com síndrome 

mielodisplásica (Baratti et al. 2010), bem como em tumores de pâncreas (Tahira et al. 2011), 

próstata (Reis et al. 2004), rim (Brito et al. 2008) e em leucemia mielóide crônica (Silveira, et al., 

2012, submetido)
1
. Estes resultados apontam para um papel de lncRNAs intrônicos no controle 

da expressão gênica em tecidos humanos, e em especial, em doenças como no câncer. 

 

                                                 
1
 Silveira, R. A.; Fachel, A. A.; Moreira, Y. B.; De Souza, C. A.; Costa, F. F.; Verjovski-Almeida, S.; Pagnano, K. B. 

B. (2012). “Protein-coding genes and noncoding RNAs are differentially expressed in dasatinib-treated chronic 

myeloid leukemia patients with resistance to imatinib.” Submetido. 
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1.3 Controle epigenético da expressão gênica em eucariotos 

A história da epigenética está ligada ao estudo da evolução e desenvolvimento. As 

alterações fenotípicas das células durante o desenvolvimento de organismos multicelulares 

ocorrem a despeito de elas compartilharem o mesmo genótipo. Desde que são células tronco 

embrionárias até serem células completamente diferenciadas, todas as células de um organismo 

compartilham a mesma sequência de DNA, no entanto, diferem muito em relação ao perfil de 

genes que expressam. Como definição primordial, epigenética é o estudo das mudanças na função 

gênica mitoticamente e meioticamente herdáveis que não podem ser explicadas pelas alterações 

na sequência do DNA. Nos últimos anos, no entanto, o termo epigenética tem sofrido uma grande 

evolução em seu significado, principalmente devido ao aumento do conhecimento sobre os 

mecanismos moleculares que regulam a expressão gênica em eucariotos. Atualmente, epigenética 

pode ser definida molecularmente como a soma de alterações da cromatina que coletivamente 

estabelecem e propagam padrões diferentes de expressão gênica e silenciamento a partir de um 

mesmo genoma. 

Os diferentes fenômenos epigenéticos estão ligados pelo fato de que o DNA não se 

encontra nu no interior do núcleo das células. Este encontra-se intimamente complexado à 

proteínas especializadas (histonas) formando o que chamamos de cromatina (Kornberg 1974). 

Inicialmente a função da cromatina foi estabelecida como sendo uma forma passiva de 

empacotamento e organização do DNA, no entanto, com o passar dos anos, vários mecanismos 

de modificações covalentes e não covalentes da cromatina foram descobertos e demonstrados 

como influenciadores da regulação da expressão gênica. Estes mecanismos incluem modificações 

pós-traducionais das histonas, remodelamento da cromatina dependente de energia que 

mobilizam ou alteram a estrutura dos nucleossomos, troca de variantes de histonas dentro e fora 
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dos nucleossomos, a ligação de RNAs não codificadores à cromatina e metilação do DNA em 

resíduos de citosinas, usualmente, em dinucleotídeos CpGs. Estas modificações têm sido 

implicadas na manutenção da estabilidade do genoma, regulação da transcrição e como 

contribuintes para a memória epigenética. Muitas, mas nem todas essas modificações da 

cromatina são reversíveis. As marcas transitórias são relevantes, pois elas impõem mudanças na 

cromatina em resposta a diferentes estímulos internos e externos à célula (Jaenisch and Bird 

2003), e dessa maneira, regulam o acesso e a processividade da maquinaria transcricional (Sims 

et al. 2004). No entanto, algumas das modificações das histonas, a metilação do DNA e as 

alterações da estrutura dos nucleossomos podem ser estáveis e herdáveis durante as divisões 

celulares, estabelecendo uma “memória celular”. Por essas perspectivas, as assinaturas da 

cromatina podem ser vistas como um sistema altamente organizado de estocagem de informação, 

podendo compartimentalizar regiões do genoma e acomodar respostas a sinais ambientais que 

ditam diferentes programas de expressão gênica. 

Embora as histonas possam ser pós-transcricionalmente modificadas em diferentes 

regiões de suas sequências peptídicas, as regiões N-terminais ou caudas N-terminais são 

preferencialmente modificadas. A razão para isso é que na estrutura dos nucleossomos, as caudas 

N-terminais estão expostas, possibilitando o acesso de complexos enzimáticos modificadores da 

cromatina (Baneres et al. 1997). As modificações nas caudas das histonas que regulam a estrutura 

da cromatina são, em geral, dinâmicas, altamente reguladas e transientes, de forma a se 

adaptarem a mudanças fisiológicas nas células. Inicialmente, foi proposto que as modificações 

nas caudas das histonas poderiam ser vistas como um novo código biológico (Jenuwein and Allis 

2001), que determinassem o reconhecimento e a ligação de proteínas especificas a essas caudas, 

culminando na expressão ou repressão gênica. Ensaios de imunoprecipitação da cromatina em 

larga escala em diversos genomas têm encontrado fortes correlações entre a trimetilação da lisina 
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4 da histona H3 (H3K4me3) e regiões promotoras ativadas (Strahl and Allis 2000; Santos-Rosa et 

al. 2002; Bernstein et al. 2005), bem como da trimetilação da lisina 9 (Hall et al. 2002; Lippman 

et al. 2004; Martens et al. 2005) e da lisina 27 (Litt et al. 2001; Ringrose et al. 2004) da histona 

H3 (H3K9me3 e H3K27me3) e o silenciamento da heterocromatina. No entanto, foi observado 

que diferentes combinações de modificações podem resultar em diferentes efeitos na expressão 

gênica e esses efeitos podem ser diferentes em espécies diferentes, tornando o código de histonas 

não universal. Um exemplo é a hiperacetilação da H4K12, que pode ter efeito de repressão da 

expressão gênica nos genomas de levedura e drosófila (Turner et al. 1992), mas esse efeito, não é 

observado no genoma humano. Para adicionar outro nível de sofisticação e precisão, cada 

sucessiva modificação produz um novo contexto onde outras modificações podem ser feitas. 

Assim, a ordem e a posição das modificações, além do tipo, determinam o contexto no qual essas 

alterações existem e sinergicamente produzem um efeito regulatório. Esse, talvez seja a maior 

limitação do código de histonas, o fato de que uma modificação não traduz apenas um efeito 

biológico, e sim a acumulação de diferentes modificações em combinação parece definir e 

contribuir para os papéis biológicos (Henikoff 2005). 

Nas últimas décadas, foi identifico um grande número de enzimas modificadoras da 

cromatina. Essas enzimas frequentemente fazem parte de grandes complexos que podem catalisar 

a incorporação ou remoção das modificações covalentes para resíduos de aminoácidos 

específicos nas histonas. Muitos tipos de modificações covalentes das histonas têm sido 

identificados e caracterizados; estas incluem a acetilação, metilação, fosforilação, ubiquitinação, 

sumoilação, ADP-ribosilação, biotinilação das histonas e isomeriazação de prolinas, entre outras.  

A acetilação e a metilação das histonas, principalmente H3 e H4, foram as primeiras 

modificações a serem descritas e foram propostas correlacionarem com mudanças positivas e 

negativas na atividade transcricional, respectivamente (Allfrey et al. 1964). O efeito primário 
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produzido pela acetilação da histona é a parcial neutralização das cargas positivas das histonas, 

reduzindo sua afinidade pelo DNA (Hong et al. 1993). Além disso, as caudas de histonas 

acetiladas podem diretamente recrutar fatores de transcrição, por meio de certos domínios 

proteicos, tais como bromodomínios e cromodomínos (Zeng and Zhou 2002). A importância 

funcional da acetilação das histonas depende completamente de uma deacetilação eficiente e 

acurada. Embora esteja claro que, em geral, a hipoacetilação de histonas está relacionada com a 

repressão da transcrição (Wade 2001), alguns estudos genéticos em leveduras sugerem um papel 

na ativação da transcrição para as histonas deacetilases (HDACs) (Wang et al. 2002). 

A metilação de histonas foi reportada há muitos anos atrás (Murray 1964). 

Diferentemente de algumas modificações de histonas que podem afetar as funções da cromatina 

por alterar a carga e interações estruturais dentro do nucleossomo, a metilação de histonas é uma 

modificação relativamente inerte que parece funcionar como um sítio de nucleação para proteínas 

efetoras. Essas proteínas efetoras frequentemente recrutam outras proteínas com as quais interage 

causando seu impacto sobre a cromatina. Histonas metiltransferases (HMTs) catalisam a 

transferência de grupos metil a partir da S-adenosil-L-metionina (SAM) para resíduos de 

argininas ou lisinas nas histonas. As argininas podem ser mono- ou di-metiladas enquanto que 

lisinas podem ser mono-, di- ou tri-metiladas pelas HMTs (Zhang and Reinberg 2001). Em 2004, 

foi identificada uma enzima, a LSD1, que é capaz de catalisar a mono- e di- demetilação 

específica da lisina 4 da histona 3 por meio de uma reação de amino oxidase (Shi et al. 2004). A 

função da metilação é dependente não somente de qual resíduo de aminoácido esteja sendo 

afetado, mas também da interação estabelecida entre a metilação e as outras modificações de 

histona (Turner 2002). As mais amplamente estudadas marcas de metilações em lisinas foram 

encontrada sobre H3K4, K9, K27, K36, K79 e H4K20. Em geral, a metilação das lisinas H3K4, 

K36 e K79 são encontradas próximas a unidades transcricionais ativas, enquanto que a metilação 
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das lisinas H3K9 e H4K20 são marcos de regiões silenciadas ou heterocromáticas. A metilação 

de argininas em histonas ocorre sobre as argininas H3R2, R8, R17 e R26 e H4R3. Essas marcas 

possuem papel de definir ambos os status ativo e reprimido da cromatina. 

Outro importante mecanismo pelo qual são induzidas transições na cromatina é pelo 

recrutamento de complexos remodeladores da cromatina que utilizam energia gerada pela 

hidrólise do ATP para mudar a composição dos nucleossomos de uma maneira não covalente. Os 

complexos remodeladores da cromatina frequentemente trabalham em conjunto com as enzimas 

modificadoras da cromatina ativadoras (HDACs, HMTs, etc.). As proteínas que compõe os 

complexos remodeladores de cromatina são, em geral, categorizados em duas famílias: os 

SNF2H/ISWI e os SWI/SNF. A família SNF2H/ISWI mobiliza os nucleossomos ao longo do 

DNA (Tsukiyama et al. 1995; Varga-Weisz et al. 1997), enquanto que a família SWI/SNF 

transientemente altera a estrutura do nucleossomo, expondo contatos entre histonas e DNA. 

As diferenças na composição da cromatina que podem ocorrer devido à presença de 

variantes de histonas contribuem para o estabelecimento de regiões cromossômicas com funções 

especializadas. Por exemplo, a troca da histona core H2A pela sua variante H2A.Z correlaciona-

se com a troca das atividades de repressão para a promoção transcricional (Kamakaka and 

Biggins 2005). A CENP-A, uma variante centromérica específica da H3, é essencial para a 

função dos centrômeros durante a segregação cromossômica. A macroH2A é uma variante da 

histona H2 que está especificamente associada com o cromossomo X inativo em mamíferos 

(Chadwick et al. 2001). Muitos trabalhos na literatura têm documentado que variantes de histona 

possuem seu próprio padrão de susceptibilidade a modificações, especificado pelo pequeno 

número de aminoácidos diferentes que ocorrem numa variante e não na outra (Henikoff and 

Ahmad 2005; Sarma and Reinberg 2005). Além disso, algumas variantes de histona possuem 

distintos aminoácidos em seus domínios amino- e carboxi-terminais com atividade reguladora da 
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cromatina própria e com afinidade específicas por fatores de transcrição. Muitos dos complexos 

remodeladores da cromatina são específicos para a troca de histonas específicas por suas 

variantes. Por exemplo, a troca da H3 por sua variante H3.3 ocorre via a ação do complexo 

remodelador HIRA (histone regulator A) (Tagami et al. 2004) e a troca de H2A por H2A.Z é 

realizada pela atividade do complexo remodelador SWR1 (Swi2/Snf2-related ATPase 1) 

(Mizuguchi et al. 2004). 

A metilação do DNA é o mecanismo epigenético correlacionado com a repressão gênica 

há mais tempo conhecido (Holliday and Pugh 1975; Riggs 1975; Razin and Riggs 1980) e está 

presente em grau variado em quase todos os eucariotos. No genoma de mamíferos a metilação do 

DNA ocorre pela adição do grupo metil ao carbono 5 de resíduos de citosinas, principalmente em 

dinucleotídeos CpGs. Sabe-se que os dinucleotídeos CpG estão pouco representados no genoma 

de mamíferos. No entanto, comuns em determinadas regiões, denominadas ilhas CpG (CGIs). 

Essa menor frequência de CpGs no genoma é principalmente explicada pelo fato de que as 5-

metil-citosinas (5mC) são espontaneamente convertidas a timinas ao longo do tempo evolutivo. 

Somente CpGs que estão sobre alguma pressão seletiva, ou nunca são metilados, ou ainda, são 

metilados apenas transitoriamente permanecem no genoma. Em células somáticas humanas, cerca 

de 1% do total de bases do DNA são citosinas metiladas, afetando assim, de 70% a 80% do total 

de dinucleotídeos CpG do genoma (Ehrlich et al. 1982). Classicamente, as CGIs foram definidas 

como regiões genômicas do DNA de pelo menos 200 pb com alta frequência de dinucleotídeos 

CpGs (mais de 50% de GC e uma razão maior que 0,6 do número de dinucleotídeos CpGs 

observados em relação ao número esperado com base na frequência de Cs e Gs dentro do 

segmento) (Gardiner-Garden and Frommer 1987), que encontram-se em promotores de genes e 

também em regiões intragênicas (Jones 1999). No entanto, há muita discussão na literatura sobre 

a exata definição de CGIs regulatórias (Illingworth and Bird 2009). A análise em larga escala dos 
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cromossomos 21 e 22 mostrou que regiões do DNA maiores do que 500 pb e com conteúdo de 

CG igual ou maior a 55% e uma razão de CG observada/esperada maior ou igual a 65% foram 

mais associadas com regiões promotoras de genes (Takai and Jones 2002). A maior parte das 

CGIs não se encontram metiladas durante todos os estágios do desenvolvimento ou em todos os 

tipos teciduais (Antequera and Bird 1993; Wang and Leung 2004). A distribuição de DNA 

metilado no genoma mostra seu enriquecimento em regiões não codificadoras, por exemplo, 

heterocromatina centromérica e em elementos repetitivos (transposons), mas não nas CGIs de 

genes ativos (Bird 1986).  

Estudos iniciais estimaram que aproximadamente 60% dos genes humanos possuem CGIs 

localizadas em suas regiões promotoras. Os promotores de mamíferos podem ser separados em 

duas classes: os promotores enriquecidos em elementos TATA-box, que são mais conservados e 

mais definidos e os promotores ricos em CpGs, que são mais plásticos (Carninci et al. 2006). 

Existem outros elementos na sequência do DNA que estão associados ao core de promotores em 

mamíferos, como o elemento iniciador (Inr), o elemento promotor downstream (DPE) e o 

elemento de reconhecimento de TFIIB (BRE). Todos esses elementos podem ocorrer 

simultaneamente em um mesmo promotor, embora determinadas combinações sejam mais 

comuns que outras. Os elementos TATA-box estão associados à promotores fortes, à genes de 

expressão tecido-específica e frequentemente ocorrem em conjunto com o elemento Inr ou 

sequências Inr-like (Sandelin et al. 2007). Promotores que contém CGIs são mais frequentemente 

associados a genes de expressão ubíqua (Schug et al. 2005), embora haja muitas exceções, 

incluindo genes expressos especificamente no cérebro (Gustincich et al. 2006). Somente uma 

fração dos promotores associados a CGIs contém elementos TATA-like (Sandelin et al. 2007). 

O padrão da metilação do DNA de células somáticas normais é um estado que pode ser 

herdado ao longo das sucessivas divisões celulares, o que sugere que a metilação possa ser 
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considerada como um fenômeno de memória celular (Bird 2002). A metilação de manutenção 

nomeia o processo que reproduz o padrão de metilação do DNA entre as gerações celulares. 

Uma vasta alteração no perfil de metilação do DNA pode ser observado durante a 

embriogênese (Santos et al. 2002). Nos estágios iniciais do desenvolvimento, os níveis de 

metilação do DNA das células germinativas declinam para aproximadamente 30% do nível típico 

observado nas células somáticas. O reestabelecimento do padrão básico de metilação é então 

atingido no estágio de implantação do embrião (Monk et al. 1987), por meio da metilação de 

novo do DNA. A metilação de novo de CGIs está envolvida no silenciamento estável da 

expressão gênica durante o desenvolvimento embrionário, sendo este fato essencial para o 

desenvolvimento completo do embrião (Li et al. 1992). Esse fenômeno tem sido diretamente 

implicado em imprinting genômico (Reik and Walter 2001) e inativação do cromossomo X 

(Avner and Heard 2001). O evento da metilação de novo em células germinativas ou nos estágios 

iniciais do desenvolvimento sugere que esta seja particularmente ativa nestes estágios. Há 

evidências, no entanto, de que a metilação de novo possa também ocorrer em células somáticas 

adultas. Uma fração significante de todas as CGIs humanas é propensa a sofrer metilação em 

certos tecidos durante o envelhecimento, ou em estados patológicos, como o câncer (Baylin and 

Herman 2000).  

As DNA-metiltransferases (DNMTs) são as enzimas responsáveis pela transferência do 

radical metil do SAM para o carbono 5 da citosina. De acordo com o seu substrato genômico 

preferido as DNMTs de mamíferos são agrupadas em duas classes gerais: as de novo e a de 

manutenção (Jaenisch and Bird 2003). As primeiras, DNMT3a e DNMT3b, são as responsáveis 

pela metilação de citosinas do DNA previamente não metiladas (Okano et al. 1999). Já a última, 

DNMT1, é responsável pela manutenção do padrão de metilação durante a replicação do DNA 

(Bestor 2000). Há ainda duas outras DNMTs; a DNMT2 que possui baixa atividade de DNA-
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metiltransferase in vitro (Hermann et al. 2003) e in vivo (Okano et al. 1998). E a DNMT3L, que é 

uma proteína relacionada às DNMTs, mas não possui atividade intrínseca de 

DNAmetiltransferase. No entanto, se faz fisicamente necessária para a modulação da atividade 

das DNMT3a e DNMT3b (Suetake et al. 2004).  

O entendimento dos mecanismos pelo qual as DNMTs envolvidas na metilação de novo 

são recrutadas para as sequências de DNA alvo nos estágios da embriogênese ainda é incompleto, 

no entanto, sabe-se que em alguns casos o substrato para essas enzimas é o DNA nucleossomal e 

que as modificações das histonas dentro dos nucleossomos influenciam profundamente a 

habilidade das DNMTs em induzir a metilação (Ooi et al. 2007). Estudos genômicos em larga 

escala têm demonstrado que genes contendo CGI em seus promotores e que estão silenciados 

pelo complexo modificador da cromatina Polycomb tornam-se metilados mais frequentemente 

que outros genes associados à CGIs (Ohm et al. 2007; Schlesinger et al. 2007; Widschwendter et 

al. 2007; Gal-Yam et al. 2008). Esta evidência sugere que o estado silenciado do gene precede a 

metilação do DNA. Os conhecimentos mais atuais a cerca do direcionamento da metilação de 

novo do DNA provém de estudos em cultura celular de sistemas modelo. Estes estudos têm 

sugerido que há pelo menos três principais mecanismos possíveis pelo qual a metilação de novo 

do DNA é direcionada para a sua sequência alvo no DNA. O primeiro mecanismo sugere que as 

próprias enzimas DNMT3a e DNMT3b possuam sítios específicos de reconhecimento e ligação 

ao DNA ou à cromatina (Ge et al. 2004). Um segundo mecanismo para direcionamento das 

DNMTs envolveria o recrutamento de repressores transcricionais ou outros fatores que a 

direcionaria à região promotora dos genes alvo (Di Croce et al. 2002; Brenner et al. 2005). Por 

último, um mecanismo de direcionamento da metilação de novo envolveria a resposta 

desencadeada por RNA interferência (RNAi). O silenciamento transcricional mediado por RNAi 

em plantas frequentemente resulta em metilação de novo do gene silenciado (Mette et al. 2000). 
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Dois estudos independentes têm reportado um similar mecanismo da metilação de novo induzida 

por RNAi em mamíferos que acarretaram em silenciamento gênico (Kawasaki and Taira 2004; 

Morris et al. 2004). No entanto, há algumas controvérsias nas generalidades destas observações, 

visto que outros estudos observaram o silenciamento transcricional mediado por RNAi na 

ausência de metilação do DNA (Svoboda et al. 2004; Ting et al. 2005). 

Quando genes associados à CGIs estão ativos, seus promotores são usualmente 

caracterizados por regiões depletadas de nucleossomos, assim, os níveis de expressão destes 

genes são controlados por fatores de transcrição (Gal-Yam et al. 2006). Essas regiões promotoras 

são flanqueadas por nucleossomos que contém a variante de histona H2A.Z (Zilberman et al. 

2008) e são marcados pela trimetilação da lisina 4 na histona H3 (H3K4me3). Foi mostrado em 

camundongos, que a ocorrência da marca H3K4me3 é mantida pela presença da proteína CFP1, 

também conhecida por CXXC finger protein 1. Esta é uma proteína que reconhece regiões ricas 

em CpGs e recruta a H3K4 metiltransferase (Thomson et al. 2010). O estado não metilado destas 

CGIs é presumivelmente assegurado pela presença da proteína TET1, as quais são 

frequentemente encontradas em TSS ativos de promotores com alto conteúdo de CpGs. Já foi 

mostrado que TET1 converte as 5mC dessas regiões em 5-hidroximetilcitosinas (Williams et al. 

2011), mantendo o TSS ativo livre de citosinas metiladas. 

Os promotores que contém CGIs podem ser reprimidos por vários mecanismos, podendo 

ou não ocorrer a metilação do DNA dessas regiões. Por exemplo, genes que codificam proteínas 

reguladoras do desenvolvimento embrionário, tais como, MYOD1 ou PAX6, são reprimidos pelo 

complexo modificador da cromatina Polycomb tanto em células tronco embrionárias como em 

células diferenciadas que não expressam esses genes. As CGIs nos promotores desses genes não 

são metilados, provavelmente devido a presença de nucleossomos com as marcas H3K4me3 e 

H2A.Z, antagonistas da metilação do DNA. 
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No entanto, alguns genes reprimidos têm seus promotores associados à CGIs metiladas. 

Estes promotores são usualmente restritos a genes que possuem seu estado reprimido estável ao 

longo do tempo e possuem nucleossomos marcados por H3K27me3 (Taberlay et al. 2011). 

Exemplos incluem genes que sofrem imprinting, genes localizados sobre o cromossomo X 

inativo, genes que são exclusivamente expressos em células da linhagem germinativa e genes 

envolvidos com a carcinogênese. 

Embora muitas das CGIs encontradas no genoma estejam localizadas em promotores de 

genes, elas também podem existir em regiões intragênicas e intergênicas (Lorincz et al. 2004; 

Eckhardt et al. 2006; Illingworth et al. 2010). Inicialmente acreditava-se que as CGIs situadas em 

regiões intragênicas, salvo algumas exceções, permaneciam desmetiladas. No entanto, estudos 

recentes têm demonstrado que muitas das CGIs intragênicas são metiladas em vários tecidos 

(Eckhardt et al., 2006), por exemplo, cerca de 34% de todas as CGIs intragênicas são metiladas 

no cérebro humano (Maunakea et al. 2010). Mais que isso, Maunakea e colaboradores, 

mostraram que a maioria das CGIs metiladas encontra-se em regiões intrônicas e intergênicas, 

enquanto que menos de 3% de CGIs metiladas estão nos promotores a 5’ de genes (Maunakea et 

al. 2010). Diversos estudos têm demonstrado uma correlação positiva entre transcrição ativa e 

metilação do DNA no corpo de genes no genoma de animais e plantas (Hellman and Chess 2007; 

Cokus et al. 2008; Lister et al. 2009; Feng et al. 2010), no entanto, o papel dessa metilação, que é 

tecido específica, ainda não está bem claro. 

A metilação que ocorre no corpo dos genes tem sido associada ao silenciamento de 

elementos repetitivos no DNA (Yoder et al. 1997). Foi proposto que a metilação do DNA nestas 

regiões é responsável pelo bloqueio da iniciação da transcrição de elementos repetitivos, 

enquanto que ao mesmo tempo, permite a transcrição do gene hospedeiro. Recentemente, estudos 

em larga escala, têm hipotetizado outros papéis para a metilação do DNA no corpo de genes 
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(Laurent et al. 2010). Tem sido mostrado que a metilação intragênica do DNA pode controlar a 

expressão de isoformas alternativas de genes, marcando inícios da transcrição alternativos 

(Maunakea et al. 2010), e o splicing (Shukla et al. 2011). Estudos mostraram que éxons são mais 

metilados que íntrons, e que há uma transição do grau de metilação do DNA nas fronteiras entre 

éxons e íntrons, sugerindo um possível papel da metilação intragênica na regulação do splicing 

(Shukla et al. 2011). Reforçando essa ideia, foi mostrado que os nucleossomos, que são sítios 

onde a metilação do DNA preferencialmente ocorre (Chodavarapu et al. 2010), são mais 

frequentemente encontrados em éxons quando comparado às regiões intrônicas (Schwartz et al. 

2009). Outra função proposta para a metilação do DNA encontrada no corpo de genes, é que ela 

poderia controlar a expressão de transcritos não codificadores antissensos que, por sua vez, 

regulariam a expressão do mRNA do gene hospedeiro através do pareamento senso/antissenso 

(Shenker and Flanagan 2012). Esta ideia é suportada pelo fato de que mais de 90% de regiões 

intragênicas desmetiladas que sofrem metilação do DNA de novo de uma maneira tecido 

específica durante o desenvolvimento são associadas à marca de histona computacionalmente 

preditora de TSS, H3K4me3 (Straussman et al. 2009). De fato, já se conhece lncRNAs intrônicos 

(Seidl et al. 2006; Redrup et al. 2009) e miRNAs oriundos de íntrons (Lopez-Serra and Esteller 

2012) que têm sua expressão regulada por metilação do DNA. Outro dado importante a respeito 

de CGIs intragênicas metiladas é a observação de que estão presentes em genes 

preferencialmente envolvidos em desenvolvimento, morfogênese e organogênese, sugerindo que 

estas regiões regulatórias internas representariam um ajuste fino de processos complexos, como o 

desenvolvimento embrionário (Straussman et al. 2009). Outro aspecto interessante é o fato de que 

as CGIs intragênicas são alvos preferenciais para a metilação de novo durante a oncogênese 

(Nguyen et al.).  
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 A metilação do DNA está intimamente ligada ao silenciamento transcricional de alguns 

genes (Boyes, 1991; Siegfried, 1999), e muitos esforços têm sido feitos para desvendar os 

mecanismos através dos quais estes eventos ocorrem. Estudos iniciais realizados por Lock e 

colegas mostraram que a metilação do gene HPRT sobre o cromossomo X inativo ocorre após o 

cromossomo ter sido completamente inativado, o que sugere que a metilação do DNA é um 

evento final nas etapas do silenciamento gênico, funcionando como uma “chave” para reforçar o 

estado silenciado dos genes ligados ao cromossomo X (Lock et al. 1987). No entanto, há 

evidências na literatura de que a metilação do DNA também pode ter um papel importante na 

diferenciação de células tronco hematopoiéticas nas etapas iniciais do silenciamento gênico 

(Challen et al. 2012). Como já mencionado acima, o processo da metilação de novo requer 

nucleossomos como substrato para a DNMT3A, no entanto, os TSSs ativos são depletados dessas 

moléculas (Ooi et al. 2007). Além disso, para que a metilação de novo ocorra, esses 

nucleossomos não devem conter a marca H3K4me3, que está associada a genes ativos. Em 2011, 

You e colaboradores examinaram a cinética do silenciamento dos genes OCT4 e NANOG em 

células de carcinoma embrionárias durante a diferenciação por ácido retinóico e mostraram que 

primeiramente um nucleossomo deve estar presente no promotor para então acontecer o 

recrutamento da DNMT3A e subsequentemente ocorrer a metilação de novo do DNA (You et al. 

2011). 

Uma das propostas para explicar a repressão da expressão gênica mediada por metilação 

do DNA seria a de que a metilação pudesse diretamente reprimir a transcrição. Segundo esta 

proposta, ela bloquearia a ligação de ativadores transcricionais à região promotora dos genes 

evitando a consequente montagem da maquinaria de transcrição (Prendergast and Ziff 1991). 

Outro modelo incluiria a participação de proteínas ligadoras de metil-CpG (MBPs). Estas 

proteínas reconheceriam o DNA metilado e recrutariam corepressores para silenciar diretamente 
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a expressão gênica (Boyes, 1991; Nan, 1998). Um terceiro mecanismo envolveria a repressão da 

expressão gênica com a alteração da estrutura da cromatina (Buschhausen et. al., 1987). Assim, 

as DNMTs além de sua atividade catalítica, poderiam exercer uma função não enzimática no 

silenciamento transcricional. Elas, quando ligadas ao DNA interagiriam bioquimicamente e 

recrutariam consigo uma série de outras enzimas envolvidas com modificações e remodelamento 

da cromatina, como as HMTs (Fuks et. al., 2003; Geiman, et. al., 2004) e as HDACs (Bai et. al., 

2005). 

Consistente com a ideia de que o câncer é uma doença que tem sua origem devido a falhas 

na expressão de genes relacionados ao programa de desenvolvimento embrionário, os processos 

epigenéticos têm sido estudados com grande interesse, a fim de se entender o desenvolvimento e 

a progressão das doenças neoplásicas. 

A perda de metilação do DNA em dinucleotídeos CpGs foi a primeira anormalidade 

epigenética a ser identificada em células tumorais (Feinberg and Vogelstein 1983), sendo 

mostrado que ela ocorre extensivamente nos genomas destas células e em variados tipo de 

sequências, que inclui elementos repetitivos, retrotransposons, promotores pobres em CpGs, 

íntrons e desertos gênicos (Rodriguez et al. 2006). A hipometilação do DNA pode contribuir para 

a carcinogênese de diferentes maneiras. Primeiramente, a hipometilação do DNA pode levar à 

instabilidade genômica. A diminuição de DNA metilado em sequências repetitivas pode 

favorecer a recombinação mitótica dessas regiões, causando deleções, translocações e rearranjos 

cromossômicos (Eden et al. 2003; Esteller 2008). Por exemplo, muitos cânceres humanos que 

frequentemente contêm translocações cromossômicas não balanceadas são caracterizados por 

uma severa hipometilação em sequências pericentroméricas (Yeh et al. 2002). Além disso, a 

extensiva desmetilação do DNA de sequências centroméricas em células tumorais pode ter um 

papel importante para a aneuploidia (Xu et al. 1999; Karpf and Matsui 2005). Outro fato é que a 
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hipometilação de retrotransposons pode resultar em sua ativação e translocação para outras 

regiões do genoma, provocando rearranjos cromossômicos, e quebra de genes. Por exemplo, 

hipometilação de retrotransposons L1 (long interspersed nuclear elements) é característico de 

câncer colorretal (Howard et al. 2008). Outra maneira da hipometilação do DNA contribuir para a 

carcinogênese, é ativando proto-oncogenes. Exemplo de genes que são afetados pela 

hipometilação inclui R-Ras, cyclin D2 e maspin em cânceres gástricos, MAGE em melanoma, 

HPV16 em câncer cervical, S100A4 em câncer de cólon e outros vários genes em câncer 

pancreático (Feinberg and Tycko 2004; Wilson et al. 2007). Além disso, o mecanismo de 

hipometilação tem sido proposto para a ativação do miRNA let-7a-3, implicado em câncer de 

cólon e endométrio (Brueckner et al. 2007). Finalmente, a hipometilação pode levar a perda de 

imprinting genômico. Por exemplo, a perda de imprinting do gene IGF2, um importante fator de 

crescimento, resulta em aumento do risco de neoplasia colorretal (Cui et al. 2003) e contribui 

para o desenvolvimento de tumor de Wilms (Feinberg 1999). 

Uma série de evidências tem indicado que CGIs podem ser submetidas a uma metilação 

anormal de novo em estados patológicos como o câncer (Keshet et al. 2006). Os genomas de 

células malignas são caracterizados por hipermetilação em CGIs localizados em regiões 

promotoras de genes supressores de tumor, mesmo no contexto da massiva hipometilação que 

ocorre nestas células. A importância desse fenômeno pode ser compreendida considerando-se a 

frequência com que ela ocorre, a natureza dos genes envolvidos e a similar vantagem seletiva 

concedida por esta alteração à célula tumoral em relação às mutações gênicas (Baylin and 

Herman 2000). Muitos genes supressores de tumor envolvidos em cânceres familiares que estão 

mutados na linhagem germinativa podem ser inativados por hipermetilação de seus promotores 

em cânceres esporádicos. 
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A significância da perda da função gênica mediada epigeneticamente em câncer tem sido 

esclarecida pelo reconhecimento de que este processo precede e parece ser essencial para 

diversos eventos genéticos que dirigem a progressão tumoral (Baylin and Herman 2000). Esta 

ligação pode ser de uma forma indireta, estando associada com hipermetilação de promotores de 

genes chave em estágios iniciais da tumorigênese. Por exemplo, a hipermetilação de p16INK4A 

ocorre em estágios pré-malignos da progressão tumoral (Belinsky et al. 1998; Kiyono et al. 1998; 

Nuovo et al. 1999). A observação de alterações no padrão de metilação de CGIs localizadas em 

genes relacionados com tumorigênese, e que ocorrem nos estágios iniciais da transformação 

maligna, sugere que a caracterização do status de metilação do DNA em amostras clínicas possa 

ser utilizada como ferramenta para diagnóstico precoce do câncer. 

O estudo do perfil de metilação do DNA em CGIs de genes supressores de tumores levou 

a observação de que cada tipo de câncer pode ter seu próprio perfil específico de hipermetilação 

(Esteller 2008). Esta informação, em combinação com marcas genéticas e citogenéticas pode ser 

muito útil para a classificação de subtipos tumorais quanto à sua agressividade ou sensibilidade a 

quimioterápicos. 

 Além da hipermetilação do DNA levar a uma direta inativação de genes supressores de 

tumor, ela também pode desencadear uma inativação indireta de outros genes, através do 

silenciamento de fatores de transcrição e genes de reparo de DNA. A hipermetilação do DNA em 

promotor de fatores de transcrição como RUNX3 em câncer esofágico (Long et al. 2007) e 

GATA-4 e GATA-5 em cânceres colorretal e gástricos (Akiyama et al. 2003), levou a inativação 

de seus genes alvos. O silenciamento de genes de reparo, como BRCA1 bloqueia o reparo de 

erros genéticos e capacita as células a acumular outras lesões, culminando na transformação 

neoplásica (Dobrovic and Simpfendorfer 1997). 
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1.4 RNAs não codificadores longos (lncRNAs) e regulação da expressão gênica em 

eucariotos 

Os lncRNAs podem regular a expressão gênica de eucariotos, funcionando como 

“scaffolds” e guias para o recrutamento ou coordenação transcricional de complexos 

remodeladores da cromatina ativadores ou repressores (Wang and Chang 2011). As mudanças na 

expressão gênica promovidas por lncRNAs podem ocorrer na vizinhança (cis) ou em genes 

distantes de seu locus (trans). Um dos mais bem estudados mecanismos de regulação por 

lncRNAs em cis é aquele responsável pela inativação do cromossomo X. A inativação do 

cromossomo X envolve o lncRNA Xist, que tem por função recrutar os complexos repressivos 

polycomb PRC1 e PRC2 ao centro de inativação do X (XIC). O complexo PRC2 inclui enzimas 

modificadoras de histonas, como EZH2, que catalisa a trimetilação da H3K27. O complexo 

PRC1 se liga ao XIC promovido pela H3K27me3 causando a ubiquitinação de H2A. As 

modificações da cromatina desencadeadas pelas proteínas dos complexos repressivos polycomb 

culminam com a metilação do DNA ao longo de todo o cromossomo X inativo (Avner and Heard 

2001; Heard 2005). 

Mecanismos de repressão da atividade transcricional similares têm sido reportados para 

outros lncRNAs. Por exemplo, o lncRNA intrônico Air silencia a transcrição em cis de uma 

região de 400 kb que inclui os genes Slc22a3, Slc22a2 e Igf2r no cromossomo paterno. Quando 

expresso, Air acumula-se no promotor de Slc22a3, recrutando o complexo modificador de 

cromatina G9a metiltransferase que metila a lisina 9 da histona H3, causando silenciamento do 

promotor Slc22a3 no alelo paterno (Seidl et al. 2006; Nagano et al. 2008). De forma semelhante, 

o lncRNA Kcnq1ot1 está associado ao silenciamento bidirecional de cerca de 10 genes 

silenciados por imprinting no cromossomo paterno (Mancini-Dinardo et al. 2006). O lncRNA 

Kcnq1ot1 acumula-se não uniformemente ao longo do locus Kcnq1 e exerce sua função via 
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interação com proteínas dos complexos G9a e PRC2 (Pandey et al. 2008; Redrup et al. 2009). De 

forma interessante, certos genes no locus Kcnq1 são silenciados por imprinting apenas na 

placenta, provavelmente, porque o lncRNA Kcnq1ot1 interage com G9a e PRC2 de maneira 

linhagem específica, resultando no estabelecimento do estado repressivo destes genes somente 

em certos tipos celulares (Pandey et al. 2008). Um mecanismo semelhante também ocorre em 

plantas, sugerindo que a relação entre ncRNA e complexos repressivos da cromatina é um 

mecanismo de repressão gênica evolutivamente conservado (Wang and Chang 2011). Por 

exemplo, o lncRNA COOLDAIR (Cold Assisted Intronic Noncoding RNA), em Arabidopsis 

thaliana, é necessário para o estabelecimento e manutenção de um estado repressivo da cromatina 

durante o período de frio (Heo and Sung 2011). COOLDAIR é transcrito na direção senso de um 

íntron de seu gene alvo, FLC, um forte repressor floral. Este lncRNA desempenha um papel 

crítico em direcionar o complexo PRC2 para a cromatina na região do gene FLC durante a 

vernalização
2
, promovendo sua repressão gênica através da trimetilação da H3K27 (Heo and 

Sung 2011). Similarmente, em leveduras, vários ncRNAs antissenso, em numerosos loci gênicos 

promovem o silenciamento da transcrição de mRNAs afetando os estados de metilação e 

acetilação da cromatina (Camblong et al. 2007; van Dijk et al. 2011). 

Além dos lncRNAs que regulam a expressão gênica em cis, existem também lncRNAs 

bem caracterizados que agem em trans na regulação da expressão gênica. Vários lincRNAs, por 

exemplo, são capazes de alterar e regular estados epigenéticos através do recrutamento de 

complexos modificadores da cromatina, como PRC1 e PRC2, em trans (Khalil et al. 2009; Zhao 

et al. 2010). 

                                                 
2
 Vernalização é o processo pelo qual as plantas são induzidas a florescer através da exposição a temperaturas baixas 

não congelantes. 
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Centenas de lncRNAs são expressos sequencialmente ao longo dos eixos de 

desenvolvimento temporal e espacial dos loci humanos homeobox (Hox), onde definem domínios 

de cromatina com diferentes padrões de metilações de histona e acessibilidade à RNA polimerase 

(Rinn et al. 2007). Um destes lncRNAs, o lincRNA HOTAIR (Hox Transcript Antisense RNA), 

origina-se do locus HOXC e silencia a transcrição ao longo de 40 kb do locus HOXD, em trans, 

por induzir um estado de cromatina repressivo, que é proposto ocorrer através de recrutamento de 

PRC2 (Rinn et al. 2007). Adicionalmente, a expressão de HOTAIR tem sido recentemente 

associada à metástase de mama (Gupta et al. 2010) e ao baixo prognóstico de câncer de pâncreas 

(Kim et al. 2012). O mecanismo de associação de lncRNAs aos complexos modificadores de 

cromatina pode resolver o paradoxo de como estes complexos que, frequentemente, possuem 

domínios de ligação a RNA, mas pouca especificidade de sequência para ligação em DNA, são 

capazes de se ligar especificamente à cromatina e promover a regulação da expressão gênica 

através de modificações na sua estrutura (Mercer et al. 2009). 

Tem sido sugerido, na literatura, que o processo de transcrição de ncRNAs por si só, pode 

ser funcional para o controle epigenético de genes relacionados. Esta transcrição induziria uma 

estrutura de cromatina aberta em promotores de genes codificadores de proteínas, facilitando a 

acessibilidade de fatores de transcrição e da RNAP II (Dinger et al. 2009; Atkinson et al. 2011). 

A transcrição de lncRNAs upstream ao locus fbp1+ de Schizosaccharomyces pombe induz 

remodelamento de cromatina que é crítico para ativação da transcrição de genes codificadores de 

proteínas localizados downstream (Hirota et al. 2008). Foi observado que a transcrição de 

ncRNAs inicia-se em múltiplos sítios upstream do promotor de fbp1+, induzindo uma região de 

cromatina aberta que progride progressivamente até o sítio de início da transcrição do mRNA. A 

inserção de um terminador transcricional na região upstream do mRNA abole a cascata de 

transcrição dos ncRNAs e promove alteração progressiva da cromatina, resultando em redução do 
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recrutamento de fatores de transcrição ao promotor de fbp1+ e mínima indução da transcrição do 

mRNA (Hirota et al. 2008).  

Em alguns casos, a ação do lncRNA pode depender da transcrição do mRNA do locus 

onde ele atua, para promover a regulação da expressão gênica. O lncRNA DHFR, transcrito a 

partir de uma região localizada upstream ao locus do gene DHFR, através da formação de uma 

estrutura tripla RNA-DNA com o promotor desse gene, interage diretamente com o fator de 

transcrição TFIIB, resultando no rompimento do complexo de pré-iniciação no promotor do 

mRNA (Martianov et al. 2007). 

Transcritos nascentes também podem representar alvos que recrutam fatores proteicos 

efetores, regulando-os alostericamente. Um exemplo são os lncRNAs associados à região 

promotora do gene ciclina D1 (Wang et al. 2008). Estes lncRNAs agem cooperativamente 

recrutando e modulando a atividade da proteína ligadora de RNA TLS (Translocated in 

Liposarcoma), em resposta à radiação ionizante. A ligação dos lncRNAs induz mudança 

conformacional na proteína, que por sua vez, inibe a atividade de histona acetiltransferase dos 

complexos CBP (CREB-Binding Protein) e p300 histone acetyltransferase, silenciando a 

expressão de cyclin D1 (Wang et al. 2008). 

LncRNAs também podem agir como cofatores que modulam à atividade de fatores de 

transcrição. Em camundongo, o lncRNA Evf2 é transcrito de um enhancer ultraconservado. Ele 

recruta o fator de transcrição DLX2 para o seu locus induzindo a expressão do gene adjacente, 

Dlx6 (Feng et al. 2006). Recentemente, lncRNAs transcritos à partir de regiões enhancers foram 

definidos como uma nova classe de ncRNAs, enhancer RNAs ou eRNAs (Kim et al. 2010). 

Trabalhos mostraram que o nível de expressão destes eRNAs está correlacionado positivamente 

com o nível de síntese de mRNA dos genes na sua vizinhança, sugerindo que a síntese de eRNA 

ocorre especificamente em enhancers que estão ativamente engajados na síntese de mRNA (Kim 
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et al. 2010; Wang et al. 2011). A habilidade de alguns lncRNAs em se ligar e recrutar proteínas 

ligadoras de RNA para regiões promotoras, representa mais uma expansão do repertório de 

regulação disponível para o programa transcricional (Wang et al. 2008). 

LncRNAs podem reconhecer sequências complementares, propiciando interações 

altamente específicas que são essenciais na regulação de processos que controlam a expressão 

gênica, incluindo splicing alternativo, edição, transporte, tradução e degradação de mRNAs 

(Mercer et al. 2009). 

Os lncRNAs antissenso podem mascarar elementos chaves para a regulação do splicing 

na sequência do mRNA através da formação de RNA duplexes, produzindo transcritos 

alternativos. Um exemplo é o Zeb2/Sip1 ncRNA, que é complementar a um sítio de splicing 5’ 

de um íntron do mRNA Zeb2/Sip1 (Beltran et al. 2008). O gene Zeb2/Sip1 é um repressor 

transcricional de E-caderina, cuja expressão é altamente regulada durante a transição epitelial-

mesenquimal (EMT). A expressão do ncRNA é induzida após EMT e previne o splicing de um 

íntron que contém um sítio interno de entrada no ribossomo (Birney et al.) requerido para a 

eficiente tradução e expressão da proteína Zeb2/Sip1 (Beltran et al. 2008). Em adição a este 

exemplo, existem muitos outros transcritos antissenso não codificadores de proteínas envolvidos 

na modulação de padrões de splicing alternativo do gene ao qual se sobrepõem (Krystal et al. 

1990; Munroe and Lazar 1991; Yan et al. 2005). 

Outro mecanismo de regulação transcricional exercido por lncRNAs envolve o 

pareamento específico com miRNAs, inibindo a habilidade do miRNA em interagir com seus 

mRNAs alvos. Este mecanismo é usado pelo ncRNA IPS1 (Induced by Phosphate Starvation 1) 

em Arabidopsis thaliana (Franco-Zorrilla et al. 2007). O ncRNA IPS1 se liga e sequestra o 

miRNA miR-399 através de complementaridade de sequência quase perfeita, resultando na 

expressão aumentada dos genes alvos de miR-399 (Franco-Zorrilla et al. 2007). 
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Em C. elegans, foi documentado outro mecanismo de ação de lncRNAs no controle da 

expressão gênica. Transcritos não codificadores, como o lncRNA rncs-1 podem interagir com a 

enzima Dicer, acarretando na desregulação do processamento de dsRNA envolvidos no 

mecanismo de RNAi, causando superexpressão de seus genes alvos (Hellwig and Bass 2008). 

Alternativamente, o anelamento de lncRNAs pode promover ligação de complexos proteicos 

efetores da degradação do mRNA, de uma maneira análoga ao exercido pelo complexo RISC 

quando associado à siRNAs e miRNAs (Mercer et al. 2009). RNA duplexes resultantes do 

anelamento de transcritos complementares, ou mesmo de lncRNAs com hairpins internos podem 

ser processados em RNAs curtos, aumentando a possibilidade de muitos lncRNAs participarem 

de vias de silenciamento de RNA (Ogawa et al. 2008). 

A expressão de lncRNAs tem profundos efeitos na biologia das células eucarióticas, 

influenciando negativamente ou positivamente a expressão de genes codificadores de proteínas. 

Há muitos exemplos, onde sua ação regula transcricionalmente ou pós-transcricionalmente a 

expressão de mRNAs codificadores de proteínas, no entanto, é muito provável que lncRNAs 

possam desempenhar papéis adicionais (Wilusz et al. 2009). 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

Investigar a expressão, regulação e possíveis papéis biológicos de RNAs não 

codificadores longos (lncRNAs) gerados em regiões intrônicas de loci gênicos codificadores de 

proteínas em linhagens celulares humanas. 

Investigar a contribuição da metilação do DNA no controle na biogênese de lncRNAs 

intrônicos. 

2.2 Objetivos específicos 

1. Gerar perfis de expressão de lncRNAs intrônicos senso e antissenso nas linhagens 

celulares tumorais humanas de próstata (DU-145), mama (MCF-7) e pâncreas (Mia 

PaCa 2) utilizando uma plataforma de oligoarray customizada. 

2. Avaliar propriedades globais dos lncRNAs intrônicos, tais como a abundância relativa 

em tecidos humanos, conservação evolutiva e estrutural, e presença de elementos 

regulatórios característicos de genes transcritos pela RNA Polimerase II através de 

meta-análises com dados disponíveis publicamente. 

3. Investigar associações in cis ou in trans entre a expressão de lncRNAs intrônicos e 

mRNAs que evidenciem possíveis papéis funcionais. 

4. Avaliar o efeito do agente desmetilante do DNA 5-Aza-2’deoxicitidina (5-AZA) sobre 

a expressão de lncRNAs intrônicos. 

5. Caracterizar o status de metilação e a atividade promotora de regiões do DNA que 

controlam a transcrição de lncRNA intrônicos.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Linhagens celulares humanas e condições gerais de cultivo 

As células de linhagens humanas utilizadas neste trabalho foram adquiras da ATCC 

(American Type Culture Collection) e cultivadas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 em meio de 

cultura apropriado (Tabela 1). Os meios utilizados foram DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium) (Cultilab Materiais para Cultura de Células) e RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 

Institute) (Cultilab Materiais para Cultura de Células) suplementados com 10% (vol/vol) de soro 

fetal bovino (SFB) (Cultilab Materiais para Cultura de Células), 4,5 g/L de glicose, 1 mM de 

piruvato de sódio, 1,5 g/L de bicarbonato de sódio e antibióticos estreptomicina (100 ug/mL) e 

penicilina (100 U/mL). Para a propagação das linhagens em cultura, as células ao atingirem cerca 

de 90% de confluência, foram lavadas 2 vezes com solução salina PBS estéril (Phosphate 

Buffered Saline) (NaCl 140 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 8 mM; KH2PO4 1,5 mM; pH 7,2) e 

subcultivadas com solução de tripsina/EDTA (2,5 g/L) (Vitrocell). Os estoques celulares foram 

mantidos nos respectivos meios de cultivo acrescidos com DMSO 10% estéril em reservatório 

contendo nitrogênio líquido. 
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Tabela 1: Linhagens celulares e meios de cultura utilizados neste trabalho. 

 
 

3.2 Tratamento das linhagens celulares com o agente desmetilante 5-Aza-2’-deoxicitidina 

(5-AZA) 

Para a análise da reexpressão de genes silenciados por metilação do DNA, cerca de 2 x 

10
6 

células foram tratadas com 20 mL de meio DMEM acrescido de 5-Aza-2’deoxicitidina 

(Sigma) na concentração de 5 µM em placas de 147,8 cm
2
. Esta droga é um análogo de citidina 

que se incorpora ao DNA durante a sua replicação, inibindo de forma irreversível as DNA-

metiltransferases e consequentemente a metilação do DNA das células-filhas. Como controle do 

tratamento, células foram incubadas sob as mesmas condições e pelo mesmo período de tempo 

com o meio de cultura sem a adição de 5-AZA. 

A condição experimental tempo de exposição (1 a 5 dias) com o agente desmetilante 5-

AZA foi padronizada analisando-se o perfil de reexpressão de genes descritos na literatura como 

silenciados devido à hipermetilação do DNA de suas regiões promotoras nas linhagens DU-145, 

MCF-7 e Mia PaCa 2 (Jhaveri e Morrow, 1998; De Backer et al., 1999; Sato et al., 2003). Os 

genes escolhidos para padronização foram GAGE 2A para a linhagem de próstata, GSTP1 para a 

linhagem de mama e o gene NPTX2 para a linhagem de pâncreas. Nas três linhagens, o perfil de 

reexpressão desses genes foi avaliado realizando a síntese de cDNAs com o kit SuperScript® III 

First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen) seguido de PCR semi-quantitativo (25 ciclos). O 
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cDNA foi produzido a partir de 1 µg de RNA total extraído das células tratadas com o agente 

desmetilante e das células controle e 5 µM do primer oligo-dT. Após 3 minutos a 85 °C para 

desnaturação das estruturas secundárias dos RNAs, é adicionado à reação 2 µL do mix de 

enzimas SuperScript III/RNAseOUT em tampão First-Strand Reaction Mix, que contém 10 mM 

de MgCl2 e 1 mM de cada dNTP. A transcrição reversa foi realizada a 50°C por 50 minutos. Em 

seguida, a reação é finalizada, incubando-a por 5 minutos a 85 ºC para inativação das enzimas. 

A reação de PCR foi realizada com quantidades equivalentes a 8 ng de RNA 

reversamente transcrito (utilizando uma estimativa de 2% de RNA reversamente transcrito na 

população de RNA total), 5 unidades da enzima Go Taq DNA Polymerase (Promega), 0,2 mM de 

dNTPs e 0,2 µM de cada primer específico em tampão recomendado pelo fabricante, que contém 

1,5 mM de MgCl2. Em seguida, os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1% em TAE com 0,5 µg/mL de brometo de etídio (Figura 1). Como controle da 

reexpressão após tratamento com 5-AZA foi utilizado o gene housekeeping GAPDH. Os primers 

utilizados para as reações de PCR ( 

Tabela 2) foram desenhados com os parâmetros padrões do programa Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). 
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Figura 1: Padronização do tempo de tratamento das linhagens celulares DU-145, MCF-7 e Mia 

PaCa 2 com o agente desmetilante 5-AZA. Células das três linhagens celulares foram mantidas em 

cultura com 5 µM de 5-AZA por 1 a 5 dias (1d a 5d). Os seus RNAs totais foram extraídos e usados como 

molde para a síntese de cDNA. O cDNA foi amplificado por 25 ciclos com pares de primers específicos 

para os transcritos (A) GAGE2A, (B) GSTP1 e (C) NPTX2 nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2, 

respectivamente. O transcrito do gene de expressão constitutiva GAPDH foi usado como controle. 

 

 

Tabela 2: Sequências dos primers desenhados para avaliação do efeito do tratamento das células das 

linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 com o agente desmetilante 5-AZA. 

 

Após esta etapa de padronização, ficou estabelecido o tempo de 3 dias de tratamento para 

a linhagem DU-145 e 4 dias de tratamento para as linhagens MCF-7 e Mia PaCa 2. 
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Após cultivo e tratamento pelo tempo padronizado, as células foram lavadas com PBS e 

descoladas da superfície da placa com o auxílio de um cell scraper em PBS. Em seguida, as 

células foram sedimentadas por centrifugação a 2.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi 

removido. Os sedimentos foram utilizados imediatamente ou mantidos a -80 °C até as extrações 

de RNA e/ou DNA e/ou proteínas. 

3.3 Extração e purificação de RNA total 

A extração do RNA foi realizada utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen) na proporção de 10
7 

células para cada 1 mL. Todo o procedimento seguiu o protocolo padrão do fabricante. O Trizol é 

uma solução ácida, monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina que possibilita a extração de 

RNAs através dos mesmos princípios do método originalmente desenvolvido por Chomczynski e 

Sacchi (Chomczynski e Sacchi, 1987). Após extração, as amostras de RNAs foram purificadas 

utilizando-se o kit Illustra RNAspin Mini RNA Isolation (GE Healthfcare). Esta é uma importante 

etapa do protocolo de extração de RNAs de boa qualidade e livres de contaminação com DNA 

genômico, pois inclui uma incubação por 1 hora a temperatura ambiente com DNAse I (GE 

Healthcare) enquanto as amostras estão ligadas à membrana de sílica nas colunas. Após a 

purificação, as amostras de RNAs extraídas foram eluídas com 60 µL de água tratada com DEPC 

(Ambion) e armazenadas a -80ºC. Para certificar a ausência de DNA genômico nas amostras de 

RNA, foi realizada uma reação de PCR (40 ciclos) com 5 unidades da enzima Go Taq DNA 

Polymerase (Promega), 0,2 mM de dNTPs, 0,2 µM de primers para o gene GAPDH  ( 

Tabela 2) e 1µg de RNA total de cada amostra (sem transcrição reversa) como molde para a 

reação. Em seguida, os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% 

em TAE com 0,5 µg/mL de brometo de etídio. A ausência de banda indica um RNA extraído sem 

contaminação com DNA genômico. 
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3.4 Avaliação do rendimento, pureza e integridade do RNA obtido 

O RNA total isolado foi quantificado pela medida óptica de absorbância a 260 nm no 

espectrofotômetro NanoDrop-1000 (Thermo Scientific). A presença de proteínas e compostos 

fenólicos contaminantes foi avaliada no mesmo equipamento através da determinação das razões 

de absorbância nos comprimentos de onda de 260/280 nm e 260/230 nm, respectivamente, sendo 

consideradas amostras puras as que obtiveram razões 260/280 nm próximas de 2,0 e 260/230 

entre 1,8 e 2,2. 

A qualidade dos RNAs extraídos foi avaliada utilizando-se o equipamento BioAnalyser 

2100 (Agilent Technologies). Esse equipamento realiza uma eletroforese capilar de alta tensão 

com as amostras de RNA, o que resulta na obtenção de perfis eletroforéticos que quando 

comparados ao perfil do padrão (RNA 6000 ladder) torna possível uma comparação das 

intensidades das bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S, os mais abundantes 

nas células eucarióticas. A observação de razões 28S/18S próximas de 2 para as amostras 

confirmou a boa qualidade do RNA disponível para os experimentos planejados (Figura 2 A, B e 

C)  
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Figura 2: Qualidade dos RNAs e validação do tratamento de células com agente desmetilante 5-

AZA. Qualidade das extrações e purificações dos RNAs totais de (A) DU-145, (B) MCF-7 e (C) Mia 

PaCa 2. Alíquotas de aproximadamente 200 ηg foram examinadas por eletroforese capilar no equipamento 

BioAnalyzer (Agilent Technologies). As bandas nas alturas de 4.000 nt e 2.000 nt indicam, 

respectivamente, a integridade das subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A reexpressão dos genes 

(D) GAGE2A em DU-145, (E) GSTP1 em MCF-7 e (F) NPTX2 em Mia PaCa 2, após o tratamento com 5-

AZA indicam a eficiência do tratamento realizado nas células. 1 e 2: representam réplicas biológicas. 

 

Como podemos observar na figura acima, as amostras de RNA total provindas de células 

tratadas com 5-AZA apresentaram boa qualidade. Assim, essas amostras foram amplificadas, 

marcadas com os fluoróforos Cy5 e Cy3 e hibridizadas nas lâminas de oligoarray como descrito 

na subseção 3.5.3 da seção Material e Métodos. 
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3.5 Análise da expressão gênica em larga escala 

3.5.1 Lâmina de oligonucleotídeos com 44 mil sondas (oligoarray) enriquecida em 

transcritos não codificadores 

Para avaliação do efeito da desmetilação do DNA induzido pelo tratamento com o agente 

desmetilante 5-AZA na expressão de transcritos não codificadores de proteínas e de mRNAs 

codificadores de proteínas em larga escala foi utilizada uma lâmina de oligoarray construída com 

a tecnologia de síntese de oligonucleotídeos in situ (tecnologia SurePrint) (Agilent 

Technologies). A lâmina de oligonucleotídeos (oligoarray) utilizada é composta por 31.063 

sondas de 60-mer, desenhadas por nosso grupo, seguindo os critérios recomendados pelo 

fabricante (Agilent Technologies) e descritos por Hughes e colaboradores (2001) (Hughes et al., 

2001). Além destas sondas, o oligoarray contém controles positivos e negativos desenhados pelo 

fabricante para avaliação da qualidade das hibridizações. Os transcritos representados no 

oligoarray foram definidos após extensiva análise de mapeamento de sequências expressas no 

genoma humano (Nakaya et al., 2007). Resumidamente, todas as sequências de ESTs, mRNAs e 

RefSeqs humanas depositadas no GenBank e mapeadas na montagem de maio de 2004 do 

genoma humano (hg17), disponível no Genome Browser (http://genome.ucsc.edu), foram 

filtradas e as sequências expressas com sobreposição foram agrupadas em clusters cujas 

coordenadas foram mapeadas no genoma. Os clusters foram definidos como “transcritos” e 

classificados quanto à localização e orientação relativa a genes anotados. A lista com as 

sequências de todos os oligos presentes no oligoarray que utilizamos estão depositadas no banco 

público do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) sob o número de acesso GPL9193. Os 

transcritos não codificadores sondados com a lâmina são longos (>200nt) (Nakaya et al., 2007) e 

divididos em duas classes: os lncRNAs intrônico antissenso, cuja expressão ocorre a partir da fita 
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do DNA oposta à fita que transcreve o mRNA codificador de proteínas de seu locus hospedeiro, 

podendo ou não sobrepor parcialmente a um éxon do mRNA e os lncRNAs senso, cuja expressão 

ocorre a partir de regiões totalmente intrônicas, na mesma fita do DNA dos quais são transcritos 

os mRNAs do locus hospedeiro. 

A lâmina é composta por 10.901 sondas que medem a expressão de lncRNAs antissenso e 

6.831 sondas que medem a expressão de lncRNAs senso; além de 13.274 sondas que medem 

mRNAs de genes codificadores de proteínas. Todas estas sondas foram reanotadas em abril de 

2012 usando a montagem mais recente do genoma humano (hg19). 

3.5.2 Obtenção dos alvos fluorescentes 

A amplificação e marcação dos RNAs com fluoróforos foi realizada utilizando o kit de 

amplificação Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit (Agilent Technologies), de 

acordo com as instruções do fabricante (Figura 3). Este protocolo garante a manutenção da 

representação relativa das mensagens do transcriptoma mesmo após amplificação do RNA. De 

modo geral, cada amostra de 500 ng de RNA total das células DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 

tratadas ou não (controle) com 5-AZA foi amplificada e marcada separadamente em duplicata 

com Cy3 ou Cy5. O método usa um primer oligo dT acoplado ao sítio de reconhecimento da 

enzima T7 RNA polimerase para a produção de cDNAs a partir de RNAs poliadenilados 

presentes nas amostras, assim como de RNAs que têm na sua sequência regiões ricas em 

adenosina. Após a produção do cDNA, é adicionada à reação a enzima T7 RNA polimerase, que 

a partir de seu sítio de reconhecimento presente nas moléculas de cDNAs transcreve o material 

alvo, gerando o cRNA (RNA complementar), que possui em sua sequência CTPs marcados com 

cianina 3 (Cy3) ou cianina 5 (Cy5). Como controle da amplificação e marcação, é adicionado à 

reação uma mistura de 10 diferentes RNAs poliadenilados de adenovírus sintetizados in vitro 



60 

 

(Spike mix), com diferentes proporções conhecidas. O oligoarray construído pela Agilent possui 

sondas para estes RNAs controle. 

 

Figura 3: Método de amplificação de cRNA e marcação com fluoróforos (Agilent Technologies).  
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O cRNA obtido na reação de amplificação e marcação foi purificado com o RNeasy Mini 

Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante. A incorporação do fluoróforo é avaliada 

medindo-se sua absorbância no espectrofotômetro NanoDrop-1000 (NanoDrop Technologies) a 

570 nm (Cy3) e 670 nm (Cy5). Como recomendado pelo fabricante, somente cRNAs 

amplificados com uma incorporação mínima de 8 pmol de fluoróforo por micrograma de cRNA 

foram usados nas hibridizações. 

3.5.3 Desenho experimental e hibridização 

Como estratégia de hibridização, escolhemos a comparação direta entre os perfis de 

expressão de células tratadas com o agente desmetilante e seus respectivos controles. 

Para cada linhagem foram realizadas quatro hibridizações, sendo duas réplicas biológicas 

(tratamentos com 5-AZA independentes) e duas réplicas técnicas (marcações independentes) 

(Figura 4). 

 

Figura 4: Desenho experimental para as hibridizações. Amostras de RNAs obtidas de duas réplicas 

biológicas (1 e 2) de cada linhagem estudada (DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2) tratadas independentemente 

com o agente desmetilante (5-AZA) e não tratadas (Controle) foram marcadas com Cy5 (azul) e Cy3 

(rosa). Setas indicam o par de amostras hibridizado em cada oligoarray. Foi realizada uma réplica técnica 

para cada réplica biológica invertendo-se os fluoróforos, totalizando quatro medidas de intensidade de 

expressão para cada sonda em cada linhagem. 
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Quantidades iguais (825 ng) de cRNA de cada amostra tratada e controle marcadas com 

Cy5 ou Cy3 foram misturadas e hibridizadas nos oligoarrays. Para compor réplicas técnicas, os 

pares de cRNAs tratado e controle das réplicas biológicas foram marcados com os fluoróforos 

invertidos. 

Os alvos fluorescentes foram hibridizados nos oligoarrays seguindo o protocolo de 

hibridização Agilent Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Technologies) por 17 horas a 65 

ºC. A seguir, as lâminas foram lavadas com os tampões recomendados pelo fabricante e 

escaneadas com o scanner GenePix 4000B (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA) 

afim de se obter os valores de intensidade de cada alvo hibridizado no oligoarray. As 

intensidades de fluorescência foram extraídas usando o programa Agilent Feature Extraction 

(Agilent Technologies). O programa calcula a intensidade de sinal de cada sonda subtraindo a 

intensidade de fundo local (background). Em seguida, normaliza a intensidade do conjunto de 

sondas da lâmina, utilizando o método LOWESS (Local Weighted Scaterplot Smoothing), que 

procura compensar a diferença de sensibilidade inerente aos fluoróforos Cy5 e Cy3 

(Quackenbush, 2001). 

A primeira etapa no processamento dos dados de expressão foi a filtragem das sondas 

detectadas nos experimentos para cada linhagem. Para tanto, utilizou-se como critério de inclusão 

na análise, sondas que medem seus alvos com valores de intensidade estatisticamente acima do 

background (Teste T; p-value < 0,05) em três das quatro réplicas no grupo tratado ou no grupo 

controle. 
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3.5.4 Avaliação do potencial codificador de lncRNAs intrônicos detectados nas linhagens 

DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 

O programa CPC (Coding Potential Calculator) (Kong et al., 2007) calcula o potencial 

codificador de transcritos analisando características intrínsecas de suas sequências. 

Primeiramente, procura por predição de ORFs (Open Reading Frames) nas três fases de leitura 

possíveis, utilizando o framefinder software. Havendo identificação de alguma ORF, o programa 

analisa a sua qualidade e calcula um score (LOG-ODDS SCORE) levando em consideração o 

tamanho, a qualidade e a integridade
3
 da ORF. O programa realiza também um BLASTX para 

verificar se a ORF predita possui alguma similaridade com proteínas depositadas no banco de 

dados do UniRef 90 (UniProt Reference Clusters). Se a ORF predita possuir pelo menos 90% de 

identidade com alguma proteína conhecida calcula-se um HIT SCORE, considerando o número 

de hits encontrados pelo BLASTX e a qualidade desses hits (E-value). Uma vez que é possível 

encontrar ORFs preditas em transcritos não codificadores ao acaso, e que quando isto ocorre os 

hits tendem a estar aleatoriamente nas três fases de leitura, o programa calcula um score 

denominado FRAME SCORE que avalia a distribuição dos hits encontrados pelo BLASTX nas 

três fases de leitura possíveis. O programa CPC calcula uma pontuação denominada CODING 

POTENTIAL SCORE que leva em consideração todos os cálculos acima. Desta forma, 

transcritos preditos como não codificadores possuem uma pontuação menor que zero e os 

codificadores de proteína possuem uma pontuação acima de zero. A pontuação que fica no 

intervalo de [-1; 0] e [0; 1] é predita como potencial não codificador fraco e potencial codificador 

fraco, respectivamente. Logo, quanto mais longe o CODING POTENTIAL SCORE calculado 

estiver do zero, maior é a confiabilidade na predição do potencial codificador/não codificador. 

                                                 
3
 Uma ORF predita integra significa que ela começa com um start codon e termina com um stop codon na mesma 

fase de leitura. 
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3.5.5 Identificação de lncRNAs intrônicos em bibliotecas de RNA-seq 

Foram utilizados neste trabalho dados de RNA-seq disponíveis publicamente no UCSC 

Genome Browser (http://genome.ucsc.edu): Burge RNA-seq (Wang et al., 2008) e ENCODE 

Caltech RNA-seq Libraries (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTrackUi?hgsid=268692585&c=chr1&g=wgEncodeCaltechRnaSeq). 

RNA-seq é um método de análise do transcriptoma em larga escala que usa tecnologias de 

“deep-sequencing” para o sequenciamento dos RNAs expressos em uma determinada célula ou 

tecido. Esta técnica é especialmente útil para a obtenção de informação a respeito de padrões de 

splicing de RNAs e, dependendo de sua cobertura, para a determinação da presença ou ausência 

de classes de RNAs de baixa abundância, como os RNAs não codificadores de proteínas 

(Mortazavi et al., 2008). De um modo geral, o método consiste na produção de uma biblioteca de 

cDNAs contendo adaptadores ligados a uma ou a ambas as suas pontas, a partir de uma 

população de RNAs (total ou fracionada, tal como poli(A)+, por exemplo). Em seguida, essas 

moléculas são sequenciadas em larga escala, obtendo-se sequências curtas, entre 30 – 400 pb, 

dependendo da tecnologia usada para o sequenciamento. As sequências resultantes são então 

alinhadas ao genoma ou transcriptoma de referência ou montadas “de novo” para a produção de 

um mapa do transcriptoma, que consiste da estrutura transcricional (presença de íntrons e éxons 

em genes, regiões de splicing, isoformas gênicas, variações de sequência em regiões transcritas, 

por exemplo) e/ou dos níveis de expressão gênica. 

As bibliotecas de RNA-seq do projeto ENCODE Caltech RNA-seq Libraries utilizadas 

foram geradas a partir de RNA poli(A)+ obtidos de células das linhagens: GM12878, linhagem 

celular linfoblastóide; H1-hESC, célula-tronco embrionária; HeLa-S3, carcinoma cervical; 

HepG2, carcinoma de fígado, HUVEC, células endoteliais da veia umbilical humana; K562, 
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leucemia mielóide crônica e NHEK, queratinócitos epidermais. Elas foram geradas preservando a 

informação da orientação original dos transcritos, sequenciadas com a tecnologia de 

sequenciamento em larga escala Illumina Genome Analyser (Illumina) e mapeadas na montagem 

hg19 do genoma humano. 

Os arquivos disponibilizados no UCSC Genome Browser apresentavam os dados em 

formato bigWig, que foram transformados em formato wiggle para as análises. O formato de 

arquivo wiggle exibe os reads sequenciados de forma gráfica, como picos de densidade de reads 

ao longo das coordenadas do genoma. A partir desses dados não é possível estimar o nível de 

expressão dos transcritos, uma vez que a informação do número de reads detectados que 

compõem os picos sobre a coordenada não está disponível. Assim, com essas bibliotecas foram 

realizadas apenas análises de identificação dos lncRNAs detectados em nossas linhagens em 

estudo. Isto foi feito a partir dos cruzamentos das coordenadas genômicas de nossos lncRNAs 

com as coordenadas das regiões expressas nas sete bibliotecas de RNA-seq.  

Avaliamos a cobertura de sequenciamento para regiões intrônicas e exônicas das 

bibliotecas do projeto ENCODE Caltech RNA-seq Libraries a fim de se verificar se estas 

possuem algum viés de cobertura. A análise da cobertura de sequenciamento foi realizada 

computando-se o nível de saturação das regiões intrônicas e exônicas ao se amostrar 

aleatoriamente tags sequenciadas a partir das sete bibliotecas. As tags amostradas foram 

mapeadas no genoma humano em relação aos Gene IDs de genes, levando-se em consideração a 

sua localização exônica ou intrônica. Após cada rodada de sorteio o número de novos Gene IDs 

mapeados e sua localização (região intrônica ou exônica) foram computados para a construção da 

curva de saturação. 

As bibliotecas de RNA-seq Burge (Wang et al., 2008) foram geradas a partir de RNA 

poli(A)+ de nove tecidos de doadores humanos saudáveis. O sequenciamento em larga escala foi 
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realizado com o sequenciador Ilumina Genome Analyzer (Illumina). A Tabela 3 apresenta o 

número de reads mapeados na montagem hg19 do genoma humano. 

 

Tabela 3: Número de reads detectados nas bibliotecas do projeto RNA-seq Burge mapeados na 

montagem hg19 do genoma humano. 

 

 

A coordenadas genômicas dos reads obtidos de cada uma das nove bibliotecas do projeto 

RNA-seq Burge foram cruzadas com as coordenas genômicas dos lncRNAs detectados em pelo 

menos uma das três linhagens, DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2. A seguir, o número de reads por 

quilobase por milhão (RPKM) foi calculado como definido por Mortazavi e colaboradores 

(Mortazavi et al., 2008): 

 

 

 

  A expressão dos transcritos detectados em pelo menos uma das linhagens em estudo (DU-

145, MCF-7 e Mia PaCa 2) e identificados nas bibliotecas do projeto RNA-seq Burge foi 
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apresentado como uma fração da expressão total do respectivo transcrito entre as nove bibliotecas 

estudadas (F.E.T.). A abordagem desta análise foi realizada de acordo com os métodos 

publicados por Cabili e colegas (Cabili et al., 2011): 

 

 

V’ corresponde à fração de expressão e V = (v1, ..., vn) corresponde a estimativa da 

abundância do transcrito calculado anteriormente e expresso pelo valor de RPKM. 

3.5.6 Comparação de intensidade de expressão entre lncRNAs intrônicos e mRNAs 

codificadores de proteínas 

Para a comparação da intensidade de expressão entre os lncRNAs e mRNAs codificadores 

de proteínas detectados em pelo menos uma das linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 foi 

necessário normalizar os valores de intensidade medidos por cada sonda válida nas análises 

individuais de cada experimento entre todos experimentos. O método de normalização realizado 

foi normalização por quantil (Bolstad et al., 2003). Esta normalização ordena os valores de 

intensidade de expressão medidos pelas sondas válidas de cada experimento independentemente. 

Para cada posição do ranque, é calculada uma média da intensidade de expressão entre os 

experimentos. O valor de intensidade médio calculado para o ranque substitui cada valor original 

de intensidade de expressão. Esta normalização foi feita utilizando a platforma R (Team, 2011).  

Os agrupamentos dos transcritos detectados entre as linhagens foi realizado utilizando o 

programa SpotFire (SpotFire Inc.). 
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3.5.7 Correlação de expressão entre lncRNAs intrônicos e mRNAs detectados 

As análises de correlação de expressão entre os lncRNAs intrônicos e os mRNAs 

codificadores de proteínas expressos a partir dos mesmos loci gênicos (correlação em cis) e de 

correlação de expressão entre lncRNAs intrônicos e mRNAs codificadores de proteínas expressos 

a partir de loci gênicos diferentes (correlação em trans) foi realizada para o conjunto de 

transcritos cuja expressão pôde ser detectada nas três linhagens. Esse critério foi utilizado com a 

finalidade de se obter uma melhor confiabilidade na interpretação dos resultados, uma vez que as 

correlações observadas ou não devem ocorrer nas três linhagens. Os coeficientes de correlação de 

Pearson foram calculados a partir dos dados normalizados por quantil, como descrito na 

subseção 3.5.4.3. da seção Materiais e Métodos. 

As análises de enriquecimento em termos de Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 

2000) para os mRNAs cuja expressão se correlaciona com a expressão de lncRNAs oriundos dos 

mesmos loci gênicos foram realizadas utilizando o programa DAVID (Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery) (Huang da et al., 2009a; Huang da et al., 2009b). Como 

referência para o cálculo do enriquecimento foram utilizados os GENE IDs de todos os mRNAs 

detectados nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 e que possuíam lncRNAs originados a 

partir de seus loci gênicos também detectados. Somente termos com EASE score < 0,05 (Hosack 

et al., 2003) foram considerados enriquecidos nas análises. 

Para tornar a análise de correlação em trans, também chamada de “guilt by association” 

computacionalmente viável, ela foi realizada para os 20% mais expressos lncRNAs intrônicos, 

senso e antissenso, e todos os mRNAs codificadores de proteínas que estivessem expressos nas 

três linhagens em estudo. Além disso, foram retirados da análise lncRNAs intrônicos senso que 
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possuíam correlação de expressão positiva (r ≥ 0,5) com o mRNA expresso a partir do mesmo 

locus gênico, uma vez que esses têm uma maior probabilidade de serem pré-mRNAs. 

A análise de enriquecimento em termos GO (Ashburner et al., 2000) para os mRNAs com 

expressão gênica correlacionadas com a expressão de lncRNAs em trans foi realizada utilizando 

o programa GENOMICA (http://genomica.weizmann.ac.il) (Segal et al., 2004). O programa foi 

desenvolvido para identificar grupos de genes (módulos) que são induzidos ou reprimidos 

coordenadamente em uma ampla variedade de condições biológicas. Os mapas de módulos de 

associação são criados entre dados de expressão gênica derivados de diferentes condições 

experimentais e grupos de genes com algum significado biológico em particular, por exemplo, 

pertencerem a uma mesma categoria de GO. Em nossa análise, o programa foi utilizado para a 

construção de módulos de associação entre lncRNAs intrônicos e os termos de GO para os 

transcritos coexpressos (Hung et al., 2011). Ou seja, para cada lncRNA foram definidos grupos 

de genes coexpressos (grupo de mRNAs com expressão positivamente ou negativamente 

correlacionada com um determinado lncRNA) nas três linhagens em estudo. Para identificar 

lncRNAs intrônicos que estão associados com cada um dos termos de GO foram construídos 

mapas de módulos gênico das associações entre cada grupo de coexpressão versus os termos de 

Gene Ontology. O cálculo de enriquecimento para os termos atribuídos foi realizado em relação a 

todos os mRNAs expressos que possuíam lncRNAs intrônicos detectados originados a partir de 

seus loci gênicos nas três linhagens (p-value ≤ 0,05 - com correção para múltiplos testes de 

Bonferroni). 
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3.5.8 Identificação de elementos regulatórios na extremidade 5’ conhecida dos lncRNAs 

intrônicos 

As análises para identificação de elementos regulatórios da expressão gênica nas regiões 

genômicas localizadas a 5’ dos 5.625 e 3.504 lncRNAs intrônicos antissenso e senso, 

respectivamente, foi realizada utilizando o conjunto de programas de código aberto BEDTools 

(Quinlan e Hall, 2010). Estes programas utilizam arquivos em formato BED obtidos no UCSC 

Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) que contém coordenadas genômicas, facilitando a 

busca de elementos de interesse, como transcritos, genes, regiões promotoras, sítios de ligação de 

fatores de transcrição, entre outros. O uso dos programas BEDTools permitiu o cruzamento de 

coordenadas genômicas entre os lncRNAs intrônicos analisados e os elementos de interesse. 

O enriquecimento da presença da enzima RNAP II e da modificação H3K4me3 foi 

avaliado utilizando dados de imunoprecipitação da cromatina com anticorpos específicos para 

estes elementos seguidos de sequenciamento em larga escala (ChIP-seq). Estes dados estão 

disponíveis publicamente no UCSC Genome Browser (Broad/MGH ENCODE) e foram gerados a 

partir de quatro linhagens celulares diferentes (ChIP-seq de RNAP II)
4
 e 13 linhagens celulares 

diferentes (ChIP-seq da modificação H3K4me3)
5
. Para evitar que os elementos regulatórios 

encontrados estivessem associados a genes, as coordenadas genômicas dos reads de ChIP-seq de 

RNAP II e da marca H3K4me3 que se sobrepunham à região 5’UTRs de RefSeqs e UCSC genes 

foram filtradas, de modo que todos os elementos que fossem encontrados em até 1 kb upstream 

                                                 
4
 HeLa-S3, carcinoma cervical; HUVEC, linhagem de células endoteliais da veia umbilical; K562, leucemia mieloide 

crônica e NHEK, queratinócitos epidermais. 

5
 Dnd41, células T leucêmicas; GM128878, linfócitos B; H1-hESC, células tronco embrionárias; HeLa-S3, 

carcinoma cervical; HepG2, carcinoma hepatocelular; HMEC, células epiteliais mamárias; HSMM, mioblastos de 

músculo esquelético; HUVEC, linhagem de células endoteliais da veia umbilical; K562, leucemia mieloide crônica; 

NH-A, astrócitos; NHDF-Ad, fibroblastos dermais adultos; NHLF, fibroblastos de pulmão e NHEK, queratinócitos 

epidermais. 
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dessa região ou na própria região 5’UTR saíram da análise. Após a filtragem, restaram 238.243 

(77%) coordenadas genômicas nas bibliotecas de RNAP II e 510.278 (70%) coordenadas 

genômicas nas bibliotecas de H3K4me3. Para a análise, as coordenadas genômicas dos reads de 

ChIP-seq de RNAP II foram convertidas da montagem de 2006 do genoma humano (hg18)  para 

a montagem de 2009 (hg19) com a ferramenta Batch Coordinate Conversion (liftOver) 

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver). 

As coordenadas referentes às CGIs foram determinadas através do cálculo do score 

epigenético como definido por Bock e colegas (Bock et al., 2007). Esse score epigenético é uma 

combinação de valores que levam em consideração o (i) status de metilação, (ii) atividade 

promotora e (iii) estado da cromatina. Para a análise foram utilizadas 46.155 predições de CGIs. 

Assim como para as bibliotecas de RNAP II e H3K4me3, as CGIs também foram filtradas em 

relação às regiões 5’UTRs de RefSeqs e UCSC genes, reduzindo o número de CGIs na análise 

para 30.395 (66%). 

As bibliotecas de CAGE tags (Cap Analysis of Gene Expression) utilizadas foram 

produzidas a partir RNA poli(A)+ extraído de nove linhagens celulares diferentes. Elas foram 

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

Hayashizaki, 1999; Kodzius et al., 2006; Valen et al., 2009) e estão disponíveis publicamente no 

UCSC Genome Browser 

(http://genome.ucsc.edu/cgibin/hgTrackUi?hgsid=279293583&c=chr7&g=wgEncodeRikenCag). 

A primeira etapa da análise foi a montagem de clusters tags que juntassem as coordenadas 

genômicas de diferentes CAGE tags, que se sobrepusessem. Além disso, foram filtrados os 

clusters tags que se sobrepunham a regiões 5’UTRs de RefSeqs e UCSC genes. Também foram 

retiradas da análise clusters de CAGE tags que se sobrepunham a éxons, uma vez que estas 
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poderiam representar possíveis inícios alternativos de transcrição de genes codificadores de 

proteínas (Valen et al., 2009). 

As coordenadas genômicas de cada um dos elementos regulatórios foram cruzadas com as 

coordenadas genômicas das extremidades 5’ preditas pela montagem de contigs dos lncRNAs 

intrônicos antissenso e senso realizada em 2007 por Nakaya e colegas (Nakaya et al., 2007). Para 

as análises de enriquecimento foi computada a coordenada genômica do elemento regulatório 

encontrado mais próximo do início predito de cada um dos transcritos não codificadores em 

análise em até 10 kb de distância do mesmo. Foram consideradas as coordenadas que não se 

sobrepunham, ou que se sobrepunham parcialmente, à coordenada do transcrito intrônico 

analisado. 

Para fins de comparação, as análises de enriquecimento de elementos regulatórios na 

extremidade 5’ foi realizada também para os 6.611 genes codificadores de proteínas que foram 

detectados nas análises de expressão. 

Como controle, foi utilizado um conjunto de sequências genômicas randômicas que 

apresentavam tamanhos e distribuição cromossômica similar a das sequências não codificadoras 

analisadas. As sequências dos grupos randômicos foram analisadas exatamente da mesma forma 

que as sequências dos lncRNAs intrônicos. 

Para agregar um valor estatístico nas análises, foi utilizado o teste estatístico 

Kolmogorov-Smirnov, que testa a diferença de distribuição entre dois grupos. Para isso foi 

utilizado um script escrito em R com o pacote Deducer para comparar os grupos de RNAs não 

codificadores e codificadores de proteínas (mRNAs) com os grupos randômicos. Somente foram 

consideradas com significância estatística as análises que apresentaram todos os valores de p-

value < 0,05 comparado aos grupos randômicos. 
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3.5.9 TransMaps – Análise de conservação de expressão 

A análise de conservação de expressão para os 5.625 lncRNAs intrônicos antissenso e 

3.504 lncRNAs intrônicos senso detectados nas linhagens celulares humanas DU-145, MCF-7 e 

Mia PaCa 2 foi realizada identificando-se ortólogos expressos em espécies de vertebrados. Essa 

identificação de foi obtida cruzando-se as coordenadas genômicas dos lncRNAs com as 

coordenadas genômicas de transcritos de vertebrados que foram sintenicamente mapeados no 

genoma humano pelo método de alinhamento de mRNAs entre espécies denominado TransMap 

(Zhu et al., 2007). TransMap mapeia todos os transcritos conhecidos (ex., cDNAs full-length e 

outros presentes em bancos de dados como RefSeq ou UCSC) e ESTs entre espécies de 

vertebrados usando alinhamentos sintênicos. Primeiramente os transcritos são alinhados nos 

genomas nativos usando BLAT. Em seguida, o TransMap projeta os alinhamentos dos cDNAs 

entre as espécies no genoma alvo utilizando o algoritmo de alinhamento BLASTZ (Schwartz et 

al., 2003). BLASTZ é um algoritmo de alinhamento altamente sensível e otimizado para alinhar 

sequências genômicas ortólogas divergentes (Stanke et al., 2008). Das 26 espécies disponíveis 

para a análise, oito
6
 foram excluídas, pois apresentam menos de 10.000 regiões sintenicamente 

mapeadas na montagem hg19 do genoma humano. Os números de lncRNAs antissenso e senso 

que possuem ortólogos expressos (TransMaps) foram comparados com o número de ortólogos 

expressos (TransMaps) encontrados para um conjunto de sequências de mesmo tamanho e com a 

mesma distribuição cromossômica geradas randomicamente. O teste estatístico Qui-Quadrado foi 

realizado. 

  

                                                 
6
 Elefante (loxAfr3), babuíno (papHam1), lagarto (anoCar1), canguru (macEug1), sagui (calJac1), gato (felCat3), 

Monodelphis domestica (monDom5) e ornitorrinco (ornAna1). 
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3.5.10 PhastConsElements 46way – Análise de conservação de sequência 

Os elementos evolutivamente conservados PhastConsElements 46way foram obtidos no 

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTrackUi?hgsid=279496285&c=chr21&g=cons46way). As 46 espécies contidas no 

alinhamento múltiplo, bem como os métodos utilizados para se medir a conservação evolutiva 

estão descritas na página do UCSC Genome Browser. O número de elementos conservados em 

cada grupo de espécies está distribuído da seguinte forma:  

 Vertebrados (46 espécies; n = 5.163.775) 

 Placentários (32 espécies; n = 3.743.478) 

 Primatas (9 espécies; n = 725.627) 

As coordenadas lncRNAs detectados em pelo menos uma das três linhagens foram 

cruzadas com as coordenadas genômicas dos elementos conservados presentes em cada grupo de 

espécies usando a ferramenta BEDTools (Quinlan e Hall, 2010). O número de transcritos 

identificados como conservados em cada grupo de espécies foi dividido pelo número total de 

elementos presentes em cada grupo para torná-los comparáveis entre si. Semelhantemente ao que 

foi realizado para a análise de TransMaps, coordenadas genômicas de um conjunto de sequências 

de mesmo tamanho e com a mesma distribuição cromossômica geradas randomicamente foram 

cruzadas com as coordenadas genômicas dos elementos conservados em cada grupo de espécies. 

O teste estatístico Qui-Quadrado foi realizado comparando-se as frequências de elementos 

conservados obtidas para os lncRNAs com as frequências de elementos conservados obtidas para 

as sequências randômicas. 

  



75 

 

3.5.11 RNAz – Predição de estrutura secundária 

O programa RNAz (Gruber et al., 2007) determina a predição de estrutura secundária 

baseando-se em dois parâmetros importantes: 

 conservação estrutural 

 estabilidade termodinâmica 

A partir dos seis melhores alinhamentos das sequências dos lncRNAs intrônicos entre 46 

espécies de vertebrados diferentes usando o algoritmo RNAalifold o programa constrói uma 

sequência consenso predita (Hofacker et al., 2002). A seguir, o algoritmo utiliza informações 

termodinâmicas e filogenéticas para determinar a estrutura desta predição. RNAz determina a 

conservação estrutural calculando a taxa de energia livre da conformação consenso em relação à 

taxa de energia livre da sequência de fita simples em cada espécie (SCI – Structure Conservation 

Index). Além disso, o programa determina um score para estabilidade da sequência. Mutações 

compensatórias que preservam a estrutura secundária são consideradas como um adicional na 

pontuação no modelo de energia livre. Assim, esses dois parâmetros são levados em consideração 

para classificar o alinhamento da sequência como sendo estruturalmente conservada ou não em 

uma janela determinada. Para a predição da estrutura secundária foram utilizadas janelas de 120 

bp. Apenas foram consideradas estruturas que apresentaram RNAz score ≥ 0,5. 

3.5.12 Definição de lncRNAs intrônicos e mRNAs codificadores de proteínas regulados pelo 

tratamento com 5-AZA - Análise estatística 

Os mRNAs de genes codificadores de proteínas e os lncRNA intrônicos 

significativamente diferencialmente expressos após tratamento com 5 M de 5-AZA foram 

definidos aplicando-se o teste estatístico para análise de microarrays SAM (Significance Analysis 
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of Microarrays) (Tusher et al., 2001) sobre os valores dos logaritmos de base 2 das razões das 

intensidades medidas em cada sonda, entre as amostras tratadas e controles. O SAM confere um 

score para cada gene na análise baseado na mudança de expressão deste gene em relação ao 

desvio-padrão de diversas medições repetidas. Para os genes com um score maior do que um 

valor mínimo ajustável (threshold), o programa usa repetidas permutações para estimar a 

probabilidade, ou FDR (False Disscovery Rate), de estes genes serem identificados ao acaso. 

Cada gene encontrado também está associado a um q-value, que representa a menor taxa de FDR 

na qual aquele gene é considerado significativo (Tusher et al., 2001). Q-value < 10% foi utilizado 

como critério para considerar um transcrito diferencialmente expresso entre as condições 

testadas. 

3.5.13 Anotação funcional dos genes codificadores de proteínas regulados pelo tratamento 

com 5-AZA 

As anotações funcionais dos mRNAs de genes codificadores de proteínas regulados pela 

desmetilação do DNA gerada pelo tratamento com o agente 5-AZA foram feitas utilizando a 

ferramenta Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems). Os números de acesso dos genes 

codificadores de proteínas expressos (Gene IDs), bem como os dados de diferença de expressão 

entre tratado e controle (fold change) e a significância estatística (q-value), gerada a partir da 

análise de SAM foram importados no software Ingenuity Pathway Analysis 7.1. A análise foi 

feita com q-value < 10% como critério de corte para considerar genes diferencialmente 

expressos. O programa cria redes para genes com funções similares e interações já reportadas. 

Um score é computado para cada categoria funcional de acordo com o número de genes 

considerados diferencialmente expressos que estão presentes nela. Este score reflete o logaritmo 
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negativo do p-value em base 10, que indica a chance dos genes diferencialmente expressos que 

pertencem a uma categoria estarem associados a ela devido ao acaso. 

3.6 Abordagens para validação da expressão fita específica de lncRNAs intrônicos 

regulados pelo tratamento com 5-AZA 

3.6.1 Transcrição reversa fita específica 

A produção do cDNA fita específica foi realizada utilizando o RNA total extraído como 

descrito anteriormente (subseção 3.3.) e o kit TermoScript™ RT-PCR System (Invitrogen). 

Inicialmente, amostras de 4 µg de RNA total misturados a 2 µL de dNTP mix (10 mM) e 1 µL de 

primer específico para cada transcrito (10 µM) são incubados por 3 minutos a 85 ºC para 

desnaturação do RNA total. A seguir, a temperatura da reação é abaixada para a temperatura de 

anelamento ótima para cada primer (Tabela 4) por 5 minutos. Após esse intervalo de tempo, é 

adicionada aos tubos a mistura contendo: 15 unidades da enzima TermoScript
TM

 RT, 40 unidades 

da enzima RNase OUT
TM

, 1 µL de DTT 0,1 M em tampão cDNA Synthesis Buffer (Tris acetato 

250 mM, pH 8,4; acetato de potássio 375 mM e acetato de magnésio 40 mM). A reação é então 

realizada, incubando as amostras por 1 hora na temperatura de anelamento ideal do primer de 

cada reação (ver Tabela 4). Em seguida, a reação é finalizada, incubando-a por 5 minutos a 85 ºC 

para inativação das enzimas. 
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Tabela 4: Sequências dos primers utilizados para as reações de transcrição reversa fita específica. 

 

 

Para cada transcrito não codificador a ser validado, foram preparadas quatro reações em 

paralelo sob as mesmas condições de incubação: (1) Reação Senso, reação na qual foi utilizado 

como primer para a transcriptase reversa um oligonucleotídeo específico complementar à mesma 

fita da qual o gene codificador de proteína é transcrito; (2) Reação Antissenso, na qual foi 

utilizado como primer para a transcriptase reversa um oligonucleotídeo específico complementar 

à fita cuja orientação é antissenso em relação ao gene codificador de proteína; (3) Reação SP, 

reação controle na qual não é adicionado oligonucleotídeo iniciador. Essa reação é importante 

para termos a certeza de que o cDNA produzido nas reações (1) e (2) foi especificamente 

produzido a partir dos iniciadores específicos para cada uma das fitas adicionados em cada reação 

e não por um artefato de auto anelamento ou pelo anelamento de uma outra molécula de RNA 

presente no pool total de RNA; (4) Reação SE, reação controle na qual a enzima transcriptase 

reversa não é adicionada. Esta reação é importante para descartarmos a possibilidade de 

amplificação de alguma contaminação por DNA genômico nas amostras de RNA ou em algum 

reagente da reação de transcrição reversa, na reação de PCR subsequente à produção do cDNA. 

Após a transcrição reversa, a presença ou ausência das mensagens não codificadoras 

senso e antissenso no pool de RNA total das células foi avaliada por PCR. Para isso, um par de 
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primers para cada um dos transcritos foi desenhado com o programa Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), utilizando os parâmetros padrões, 

numa região interna ao primer utilizado na reação de transcrição reversa (primer nested). As 

sequências desses primers estão mostradas na Tabela 5. A reação de PCR foi realizada com 

quantidades equivalentes a 8 ng de RNA reversamente transcrito (utilizando uma estimativa de 

2% de RNA reversamente transcrito na população de RNA total), 5 unidades da enzima Go Taq 

DNA Polymerase (Promega), 0,2 mM de dNTPs e 0,2 µM de cada primer específico em tampão 

recomendado pelo fabricante, que contém 1,5 mM de MgCl2. Em seguida, os produtos da PCR 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em TAE com 0,5 µg/mL de brometo de 

etídio. 

 

Tabela 5: Sequência dos primers nested utilizados nas reações de RT-PCR fita específica. 
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3.6.2 RACE-PCR 

A metodologia para amplificação de extremidades desconhecidas de fragmentos de 

cDNA, RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) foi realizada para obtenção da 

sequência completa de alguns transcritos intrônicos identificados como regulados pelo tratamento 

com 5-AZA. Amplificações por RACE das extremidades 5’ e 3’ de moléculas de cDNA foram 

realizadas utilizando bibliotecas comerciais (Clontech) geradas a partir de RNA poli(A)+ de 

tecido de próstata (Human Prostate Marathon-Ready cDNA). 

 

Planejamento dos primers 

Como sugerido pelo manual do usuário das bibliotecas, para cada transcrito foram 

desenhadas quatro sequencias de primers específicos e complementares às sequências das ESTs 

que mapeiam na região interna dos contigs de lncRNAs intrônicos. Em cada uma das 

extremidades dos transcritos foram desenhados dois primers orientados para as pontas da 

mensagem, sendo que um deles ancora-se a aproximadamente 150 nucleotídeos e o outro (primer 

nested) a aproximadamente 100 nucleotídeos das extremidades dos contigs. O segundo primer 

(primer nested) possibilita a realização de uma reação de PCR sequencial (Nested), a partir do 

produto da reação com o primeiro primer diluído, o que aumenta a especificidade dos produtos 

gerados. Os primers utilizados (Tabela 6 e Tabela 7) foram desenhados com o programa Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). 
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Tabela 6: Sequência dos primers utilizados para as reações de RACE 5’. 

 

 

Tabela 7: Sequência dos primers utilizados para as reações de RACE 3’. 

 

Reação de RACE-PCR 

As reações de RACE-PCR com as bibliotecas de cDNA comerciais foram realizadas em 

um volume de 50 μL, com: 5 μL de cDNA molde; 0,2 mM de dNTP mix; 1X Advantage 2 PCR 

Buffer (Clontech); 1X Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech); 0,2 μM de primers específicos 

para o RACE 5’ ou RACE 3’, e 0,2 μM do primer universal (Adaptor Primer 1) complementar ao 

adaptador existente nas porções 5’ e 3’ de cada molécula de cDNA presente na biblioteca. As 

reações de RACE-PCR Nested são essencialmente iguais às reações de RACE-PCR já descritas, 

com a diferença de que o molde para a reação é o produto de PCR da primeira reação diluído 200 
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vezes e de que os primers específicos à sequencia (primer nested) e o primer universal (Adaptor 

Primer 2) são complementares a uma região interna ao anelamento dos primers anteriores. 

 

Touchdown PCR 

Todas as reações foram incubadas no termociclador GeneAmp PCR System (Applied 

Biosystems). Foi realizado o Touchdown PCR para amplificação dos produtos, com o objetivo de 

aumentar a especificidade da reação de RACE-PCR. Este tipo de reação utiliza, nos ciclos 

iniciais da PCR, temperaturas de anelamento e extensão alguns graus acima da Tm (temperatura 

de melting) dos primers. Embora o anelamento dos primers seja menos eficiente nessas 

condições, ele é mais específico, o que permite a acumulação de produto específico no início da 

reação, que será utilizado como molde nos ciclos subsequentes, realizados em temperaturas mais 

baixas (Tm dos primers). As condições utilizadas para ciclagem foram: 94 ºC por 1 minuto para 

desnaturação das fitas duplas de cDNA, seguido por 5 repetições de 94 ºC por 30 segundos e 72 

ºC por 4 minutos para anelamento e extensão; mais 5 repetições de 94 ºC por 30 segundos e 70 ºC 

por 4 minutos e mais 25 repetições de 94 ºC por 30 segundos e 68 ºC por 4 minutos. 

3.7 Clonagem e sequenciamento dos produtos obtidos 

Os produtos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%. As bandas 

que possivelmente corresponderiam às mensagens específicas foram cortadas do gel e purificadas 

com o kit Wisard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) conforme orientações do 

fabricante. Os fragmentos purificados foram então clonados no plasmídio pGEM-T Easy 

(Promega) com a enzima T4 DNA ligase (Promega) segundo as orientações do fabricante. A 

seguir, as ligações foram submetidas à diálise por 2 horas e utilizadas para eletroporação em 

bactérias E. coli DH10B eletrocompetentes. Após o crescimento das bactérias em meio LB sólido 
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contendo ampicilina por 16 horas a 37 ºC, uma colônia de cada clonagem foi crescida em 5 mL 

de meio LB líquido contendo ampicilina por mais 16 horas sob agitação a 37 ºC. Esse inóculo foi 

utilizado para a extração do DNA plasmidial com o kit Pure Yield
TM

 Plasmid Miniprep System 

(Promega) seguindo o protocolo do fabricante. Os plasmídios purificados foram então 

sequenciados com o método dideoxi no sequenciador MegaBace (Armeshan) utilizando para a 

reação de sequenciamento o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) 

e 2,5 µM de um primer complementar à região presente no vetor, que flanqueia o inserto. 

Confirmadas as identidades das porções 5’ e 3’ obtidas, através de mapeamento no genoma 

humano, o fragmento completo foi amplificado a partir das bibliotecas de cDNA com um novo 

par de primers ancorados nas novas extremidades conhecidas do lncRNA. Procedimentos 

similares de clonagem e sequenciamento foram repetidos com as mensagens completas. 

3.7.1 Quantificação de RNAs por PCR em tempo real 

Planejamento e otimização dos primers 

Os oligonucleotídeos (primers) utilizados para quantificação da expressão gênica neste 

trabalho (Tabela 8) foram planejados utilizando o programa Primer Express versão 2.0 (Applied 

Biosystems). Os principais parâmetros definidos para o desenho foram: tamanho dos fragmentos 

amplificados entre 100 e 150 pb, conteúdo CG entre 30% e 80 %, ausência de capacidade de 

formação de dímeros ou de estrutura secundária e temperatura de anelamento entre 58 °C e 60 

°C, de acordo com o algoritmo Nearest Neighbor (Breslauer et al., 1986). 
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Tabela 8: Sequência de primers utilizados para quantificação da expressão gênica. 

 

 

Otimizações das condições ideais para utilização dos pares de primers desenhados foram 

realizadas para a garantia de eficiências comparáveis na amplificação das amostras 

experimentais. Para os pares de primers utilizados na quantificação absoluta, as eficiências foram 

calculadas com base na regressão linear ajustada às curvas de calibração específicas construídas 

para cada um deles (ver subseção 3.6.3.2.). A concentração ideal dos pares de primers na reação 

de PCR em tempo real foi determinada realizando reações idênticas de amplificação, porém com 

quantidades crescentes desses, de 200 nM – 1.000 nM, até que o ciclo de referência (Ct – número 

do ciclo em que a quantidade de alvo amplificada alcança um limiar fixo na faixa exponencial de 

amplificação) da reação se estabilizasse em um valor mínimo. Para cada concentração de par de 

primer testada, foi avaliada a ausência de formação de dímeros dos primers através da análise de 

curvas de dissociação de cada reação. Após estes testes foi definida a concentração de 800 nM 

para os pares de primers utilizados. 
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3.8 Quantificação absoluta de RNAs por PCR em tempo real 

Para a quantificação da expressão fita específica de RNAs não codificadores intrônicos 

utilizamos a técnica de PCR em tempo real absoluto. O primeiro passo para a quantificação das 

amostras com essa técnica é a construção de uma curva de calibração específica para cada RNA 

alvo. A curva, utilizada como padrão externo para o cálculo do número de moléculas de RNA por 

massa de RNA total usado na reação de transcrição reversa, é construída a partir da diluição 

seriada de um DNA padrão de concentração conhecida. Esse DNA padrão deve ser obtido com os 

mesmos primers específicos que serão utilizados na quantificação por PCR em tempo real, ou 

seja, deve ter a mesma composição de deoxinucleotídeos que os amplicons da reação. 

O DNA padrão para a construção da curva de calibração específica foi obtido pela 

amplificação de 25 ng de DNA genômico por PCR, realizada com 5 unidades da enzima Go Taq 

DNA Polymerase (Promega), 0,2 mM de dNTPs e 0,2 µM de cada primer específico em tampão 

recomendado pelo fabricante, que contém 1,5 mM de MgCl2. Em seguida, todo o produto da PCR 

foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% em TAE com 0,5 µg/mL de brometo de 

etídio. Confirmada a presença de banda única no gel, estas foram cortadas e purificadas com o 

Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), segundo recomendações do 

fabricante. Os produtos purificados foram quantificados por espectrofotometria (absorbância a 

260 nm) no equipamento NanoDrop-1000 (Thermo Scientific). As concentrações medidas foram 

convertidas em número de cópias por µL usando a constante de Avogrado (6,023 x 10
23

) e a 

massa molecular dos fragmentos amplificados (número de bases do produto de PCR multiplicado 

pela massa molecular média de um par de deoxinucleotídeos, que é 660 Da). Uma solução 

estoque de concentração inicial 1,0 x 10
-1 

ng/µL foi preparada. A partir dessa solução estoque, 

foram realizadas até 9 diluições seriadas de 10 vezes que foram mantidas aliquotadas e 
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congeladas a -80 ºC. Para maximizar a acurácia da curva de calibração, os pontos de diluição 

máximo e mínimo deveriam incluir a quantidade esperada de RNA alvo nas amostras 

experimentais. 

A reação de PCR em tempo real foi realizada no equipamento 7500 Real Time PCR 

Systems (Applied Biosystems) com o reagente SYBR® Green (Applied Biosystems). A técnica se 

baseia na detecção da fluorescência emitida por este reagente quando o mesmo intercala-se entre 

as fitas de DNA resultantes dos ciclos de amplificação realizados na reação de PCR. Os valores 

de fluorescência, que representam a quantidade de produto amplificada são medidos durante cada 

ciclo. Quanto maior a quantidade de template presente no início da reação, menor será o número 

de ciclos necessário para alcançar um ponto no qual o sinal de fluorescência fica 

significativamente acima de um nível de threshold definido e comum para todas as reações a 

serem diretamente comparadas. Esse ponto é conhecido como Ct (threshold cycle), e sempre 

ocorrerá durante a fase exponencial da amplificação. Assim, a quantificação não será afetada por 

qualquer limitação de algum componente da reação em sua fase platô. A curva de calibração é 

então criada, plotando-se os valores de Ct obtidos para cada uma das diluições do padrão versus 

os valores de logaritmo das concentrações correspondentes (expressas em números de cópias / 

µL). 

A partir da curva de calibração plotada, pode-se ajustar uma regressão linear cuja equação 

da reta fornece parâmetros importantes para avaliação da qualidade do ensaio de PCR em tempo 

real. O coeficiente de determinação da curva (R
2
) é uma medida do desempenho do ensaio, ou 

seja, de quanto os pontos da curva de calibração estão ajustados dentro da regressão linear. Um 

valor de 1 indica um perfeito encaixe entre a regressão linear e os pontos da curva. Somente 

valores de R
2
 maiores que 0,99 foram considerados aceitáveis nos experimentos apresentados 

nesse trabalho. Já o coeficiente de regressão linear indica a eficiência de amplificação do ensaio. 
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Coeficientes de regressão de -3,32 indicam uma eficiência de amplificação de 100%. Foram 

considerados aceitáveis nos experimentos apresentados nesse trabalho, coeficientes de regressão 

entre -3,1 e -3,6 (90% a 110% de eficiência, respectivamente). Além de se determinar os 

parâmetros acima, a partir da equação da reta pode-se obter a quantificação dos RNAs 

experimentais:  

 

 

Na equação, b é o valor do intercepto do eixo Y (Ct quando a quantidade é igual a 1) e m 

é o valor do coeficiente de regressão. 

As reações de PCR foram realizadas como recomendado pelo protocolo da Applied 

Biosystems. Resumidamente, foram adicionados à reação 5 µL do cDNA (template) diluído uma 

vez, 5 µL da mistura do par de primers na concentração de 800 nM e 10 µL do reagente SYBR® 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Todas as quantificações por PCR em tempo real 

foram realizadas com três réplicas biológicas independentes e as significâncias estatísticas foram 

testadas com o teste estatístico “Studant’s t-test”. 

3.9 Identificação de uma possível região promotora para o lncRNA AS-APP e seu estudo 

funcional 

3.9.1 Identificação da predição informática do possível promotor do lncRNA AS-APP 

A identificação do promotor foi realizada a partir de uma busca informática por predições 

na região de 5 kb de sequência genômica localizada upstream do início (extremidade 5’) 

conhecido do lncRNA AS-APP utilizando os parâmetros padrões do programa FPROM 

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fprom&group=programs&subgroup=promoter). 
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Planejamento dos primers para clonagem 

Para avaliarmos a atividade promotora da região regulatória predita para o lncRNA 

intrônico AS-APP pelo programa FPROM utilizamos o ensaio de gene repórter. Para isso, a 

região promotora predita foi clonada de forma orientada a montante do gene da enzima luciferase 

de Photinus pyralis no vetor pGL3-Basic Vector (Promega). Os pares de primers utilizados 

(Tabela 9) foram planejados para amplificar a região promotora em estudo e adicionar 

especificamente o sítio de reconhecimento da enzima de restrição NheI (sequências em vermelho 

nos primers da Tabela 9) em uma das pontas da sequência amplificada e o sítio de restrição da 

enzima HindIII (sequências em azul nos primers da Tabela 9) na outra ponta da sequência. 

Paralelamente, outro par de primers foi planejado para amplificar essa mesma região, no entanto, 

com os sítios de restrição das enzimas trocados em relação às pontas da sequência, a fim de se 

poder também amplificar e clonar a sequência promotora invertida. 

 

Tabela 9: Sequência dos primers utilizados para clonagem da predição de promotor para o lncRNA 

AS-APP. 
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3.9.2 Amplificação e clonagem da região promotora 

A região promotora predita foi amplificada por PCR com os dois pares de primers de 

clonagem sítio dirigida a partir do DNA genômico extraído de células da linhagem DU-145. As 

reações foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System (Applied Biosystems) com 25 

ng do DNA, 5 unidades da enzima Go Taq DNA Polymerase (Promega), 0,2 mM de dNTPs e 0,2 

µM de cada primer específico em tampão recomendado pelo fabricante, que contém 1,5 mM de 

MgCl2. Em seguida, todo o produto das PCRs foi analisado por eletroforese em gel de agarose 

1% em TAE com 0,5 µg/mL de brometo de etídio. As bandas correspondentes aos amplicons 

específicos foram cortadas e purificadas com o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega), segundo recomendações do fabricante. Os produtos purificados foram quantificados 

por espectrofotometria (absorbância a 260 nm) no equipamento NanoDrop-1000 (Thermo 

Scientific). Alíquotas de 1.500 ng de cada um dos fragmentos purificados, bem como 1.000 ng do 

vetor pGL3-Basic Vector (Promega) foram digeridas, em paralelo, com 10 unidades das enzimas 

de restrição NheI e HindIII  (New England BioLabs) em tampão NEBuffer 2, adicionado de 0,1 

µg/µL de BSA a 37ºC por 3 horas, seguido por 15 minutos a 65ºC para inativação das enzimas. 

Após as digestões, os fragmentos foram novamente purificados com o Kit Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-Up System (Promega), quantificados por espectrometria e ligados ao vetor com a 

enzima T4 DNA ligase (Promega) respeitando a proporção de 1 massa de DNA inserto para 3 

massas de vetor, overnight, segundo as orientações do fabricante. A seguir, as ligações foram 

submetidas à diálise por 2 horas e utilizadas para eletroporação em bactérias E. coli DH10B 

eletrocompetentes. Após o crescimento das bactérias em meio LB sólido contendo ampicilina por 

16 horas a 37 ºC, colônias de cada clonagem foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 

mL de meio LB líquido contendo ampicilina e crescidas por 16 horas a 37 ºC. Esse inóculo foi 
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utilizado para a extração do DNA plasmidial com o kit Pure Yield
TM

 Plasmid Miniprep System 

(Promega) seguindo o protocolo do fabricante. Para a confirmação da clonagem sítio dirigida, os 

plasmídios purificados foram sequenciados com o método dideoxi no sequenciador MegaBace 

(Armeshan) utilizando para a reação de sequenciamento o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems) e 2,5 µM de um primer complementar à região presente no 

vetor, que flanqueia o inserto. 

3.9.3 Lipofecção de células HEK293 para ensaios de atividade promotora com gene 

repórter 

Cerca de 10
5
 células da linhagem HEK293 foram crescidas em meio DMEM contendo 

soro fetal bovino por 24 horas em placas de cultura de 24 poços (Corning). Após esse período, os 

meios de cultura foram trocados por meios frescos e 50 µL da mistura de 1.000 ng do vetor 

pGL3-Basic contendo a sequência promotora predita para o lncRNA AS-APP clonada, 125 ng do 

vetor pRL-SV40 (Promega) e 3,4 µL do reagente de transfecção FuGENE HD (Promega) foram 

adicionados às células. Paralelamente, foram transfectados também com o reagente FuGENE 

HD, os vetores pGL3-Basic contendo a sequência promotora predita para o lncRNA AS-APP 

invertida clonada, pGL3-Basic vazio (controle negativo) e pGL3-Promoter/SV40 (Promega). O 

vetor pGL3-Promoter/SV40 é essencialmente o vetor pGL3-Basic contendo a sequência do 

promotor viral SV40 clonado upstream do gene da luciferase (controle positivo). O vetor pRL-

SV40 foi transfectado nas células juntamente com todos os vetores pGL3 com a finalidade de 

normalizar os ensaios de atividade que se quer comparar, reduzindo as variações observadas 

decorrentes de diferenças nas eficiências de transfecção. Esse vetor é um plasmídeo que contém o 

promotor viral SV40 clonado upstream do gene da luciferase de Renilla reniformis. Suas medidas 

de luminescência são utilizadas para normalizar as medidas de luminescência obtidas a partir da 
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reação catalisada pela enzima luciferase de Photinus pyralis. Para compor réplicas biológicas, 

três diferentes transfecções de cada um dos vetores pGL3-Basic (pGL3-promotor, pGL3-

promotor invertido, pGL3-vazio e pGL3-Promoter/SV40) foram realizadas. Após 48 horas, as 

células transfectadas foram coletas e lisadas com 100 µL do reagente Passive Lysis Buffer 

(Promega) e congeladas a -80 ºC até o momento do ensaio de atividade promotora. 

3.9.4 Ensaio de atividade promotora 

A atividade promotora foi medida com o ensaio Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega), seguindo as recomendações do fabricante. Com este método as medidas da atividade 

da enzima luciferase de Photinus pyralis é obtida pela a adição de seu substrato específico 

(luciferina). Em seguida, sua atividade é inativada e é obtida a medida da atividade da luciferase 

de Renilla reniformis pela adição de seu substrato (coelenterazina). Resumidamente, 100 µL do 

reagente Luciferase Assay Reagent II (LAR II) e 20 µL do lisado de células foram transferidos 

para placas OptiPlate-96 White Opaque de 96 poços (Thermo Fisher Scientific) e misturados com 

a pipeta. A primeira medida de luminescência, gerada pela reação da enzima luciferase de 

Photinus pyralis, foi obtida pelo luminômetro MicroLumat Plus (Microplate Luminometer LB – 

Berthold Technologies) com o programa WinGlow (Berthold Technologies). Em seguida, 100 µL 

do reagente Stop & Glo Reagent foi adicionado ao mesmo poço, misturado com a pipeta e a 

segunda medida de luminescência, gerada pela reação da enzima luciferase Renilla reniformis foi 

obtida. Razões entre as medidas de luminescência obtidas com as enzimas luciferase de Photinus 

pyralis e de Renilla reniformis foram calculadas (Unidade Relativa de luz, LRU). Três medidas 

de luminescência para cada lisado de células foram realizadas (réplicas técnicas). 
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3.10 Extração, quantificação e fragmentação de DNA genômico (gDNA) 

3.10.1 Extração do gDNA 

Os sedimentos de células coletados foram ressuspendidos em 500 µL de TE (Tris 10mM, 

EDTA 1mM) e lisados com o tampão de lise (20 mM Tris pH 8.0; 4 mM EDTA pH 8,0; 20 mM 

NaCl; 1 % SDS) contendo 20 µL de proteinase K (10 mg/mL). As amostras foram incubadas a 55 

ºC por 16-18 horas para digestão das proteínas celulares. A seguir, às amostras, foi adicionado 2 

uL de RNAse A (20 mg/mL), e as mesmas, foram incubadas a 37 ºC por 1 hora. A extração 

propriamente dita do DNA genômico foi realizada com 600 µL de fenol-clorofórmio-álcool 

isoamílico (25:24:1) pH 8,0, agitando-se o tubo por 5 minutos e centrifugando a 1.800xg por 15 

minutos a 4 ºC. Após a centrifugação a fase aquosa foi coletada e transferida para um tubo novo. 

O ciclo de extração foi repetido 2 vezes. A seguir o gDNA foi precipitado por 16-18 horas a -20 

ºC com 1.400 µL de acetato de sódio (75 mM) em etanol absoluto. Após essa etapa de 

precipitação as amostras foram centrifugadas a 1.800xg por 15 minutos a 4 ºC. O sobrenadante 

foi descartado e o gDNA sedimentado foi lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado a 

1.800xg por 10 minutos. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi seco à 

temperatura ambiente. A seguir o gDNA foi ressuspendido suavemente em 300 µL de TE (Tris 

10mM, EDTA 1mM). Para acelerar a solubilização e inativar DNases as amostras foram 

incubadas por 30 minutos a 65 ºC. Após completa solubilização, as amostras de gDNA extraídas 

foram estocadas a 4 ºC. 

3.10.2 Avaliação do rendimento, pureza e integridade do gDNA 

O DNA genômico isolado foi quantificado pela medida óptica de absorbância a 260 nm 

no espectrofotômetro NanoDrop-1000 (Thermo Scientific). A presença de proteínas e compostos 
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fenólicos contaminantes foi avaliada no mesmo equipamento através da determinação das razões 

de absorbância nos comprimentos de onda de 260/280 nm e 260/230 nm, respectivamente, sendo 

consideradas amostras puras as que obtiveram razões 260/280 nm próximas de 1,8 e 260/230 

entre 1,8 e 2,2.  

A integridade do DNA genômico extraído foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 

0,8%. 

3.10.3 Fragmentação do gDNA 

O DNA genômico (100 µg) de cada amostra foi fragmentado aleatoriamente utilizando-se 

o sonicador Sonic Dismembrator (Model 500; Fischer Scientific). As amostras foram submetidas 

a quatro pulsos de 10 segundos com amplitude de 11% e intervalos de 30 segundos. A eficiência 

de sonicação foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 2%. 

3.11 Análise de metilação do DNA 

Com a finalidade de se avaliar o status de metilação do DNA de possíveis regiões 

promotoras de lncRNAs antissenso e intrônicos senso, realizamos principalmente duas técnicas: 

3.11.1 Digestão do DNA metilado utilizando a endonuclease McrBC 

A endonuclease McrBC é capaz de reconhcer sequências genômicas contendo 

metilcitosinas em uma ou ambas as fitas do DNA e clivá-las. Essa endonuclease possui uma 

característica especial em relação às outras enzimas de restrição, pois apresenta uma menor 

especificidade no reconhecimento de sítios de ligação ao DNA (G/ACm (N)40-3000(N) G/ACm), 

o que torna a frequência de corte dessa enzima maior. A enzima tem atividade dependente da 
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presença de dois sítios contendo citosinas metiladas que podem estar separados por até 3 kb de 

distância (separação ótima se dá entre 55 – 103 pb). 

A digestão de 4 µg de amostras de DNA metilado e de DNA desmetilado (tratado com 5-

AZA) foi realizada com 32 unidades da endonuclease McrBC (NEB) em tampão fornecido pela 

empresa (10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2 e 1 mM Dithiothreitol, pH 7,9) 

acrescido de 0,1 µg/ µl de BSA e 2 mM de GTP por 16 horas a 37ºC.  Em paralelo, uma reação 

sem a enzima foi realizada para controle. Após a digestão, o DNA remanescente da digestão foi 

quantificado por PCR em tempo real. Os valores de delta Ct foram calculados normalizando-se as 

medidas de Ct das amostras tratadas com a enzima com as medidas obtidas para as mesmas 

amostras submetidas ao protocolo sem a adição da enzima. As sequências dos primers utilizados 

na reação de PCR em tempo real estão listadas na Tabela 10. 

 

Tabela 10: Sequência dos primers utilizados para avaliação da digestão de CGIs com a enzima 

McrBC. 
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3.11.2 Sequenciamento do DNA tratado com bissulfito de sódio 

Conversão do gDNA por bissulfito de sódio 

O tratamento com bissulfito de sódio desamina os resíduos de citosinas presentes no 

DNA, modificando-os a uracilas, enquanto que as 5-metilcitosinas, em geral, permanecem 

intactas, o que permite a distinção entre elas. A conversão de citosinas a uracilas é realizada em 

três reações: (1) Sulfonação; (2) Desaminação hidrolítica e (3) Dessulfonação álcali (Figura 5). 

Após a conversão, o DNA deve ser precipitado e pode ser clonado e sequenciado. As sequências 

são então alinhadas e comparadas com a sequência do DNA genômico não convertido. 

 

 

Figura 5: Reações químicas que convertem citosinas em uracilas durante o tratamento do DNA com 

bissulfito de sódio. 

 

A primeira etapa para a conversão do DNA por bissulfito de sódio consiste na 

desnaturação das amostras. Para isso, 2 µg de DNA genômico, em um volume de 17 µL é 

incubado com 2 µL de NaOH 3 M e 1 µL da solução carreadora (20 mg/mL de glicogênio) por 

15 minutos a 37 ºC, seguido de 2 minutos a 90 ºC e gelo. A seguir, é adicionado aos tubos 208 
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µL da solução saturada de bissulfito de sódio fresca (5,33 M; pH 5) e 12 µL de hidroquinona 10 

mM, para prevenir oxidação do bissulfito de sódio. As amostras são incubadas por 3 horas a 70 

ºC em banho seco, cobertos com papel alumínio para evitar a exposição da hidroquinona à luz. 

Após a conversão das citosinas em uracilas sulfonadas pelo bissulfito de sódio, o DNA deve ser 

purificado. Para isso, 950 µL de Wizard Minipreps DNA Purification Resin (Promega) foram 

adicionados às amostras. Os tubos foram homogeneizados em agitador mecânico por 5 a 10 

minutos. Seringas de 5 mL sem o êmbolo foram conectadas às Wizards Minicolumns (Promega). 

As misturas de amostra e resina foram adicionadas às seringas com o auxílio de um pipetador 

automático. Os êmbolos foram recolocados nas seringas e pressionados até a completa passagem 

das amostras pelas colunas. Para lavagem do DNA, foram passados pelas colunas, através das 

seringas, 4 mL de isopropanol 80%. A seguir, as colunas foram colocadas em tubos eppendorfs 

de 1,5 mL e centrifugadas a 10.000 RPM por 3 minutos para secagem. A eluição do DNA foi 

realizada centrifugando as colunas a 14.000 RPM por 3 minutos em novos tubos eppendorf de 1,5 

mL, com 50 µL de água MilliQ autoclavada pré-aquecida a 80 °C. A reação de dessulfonação 

álcali das uracilas sulfonadas foi realizada incubando-se as amostras com 5,5 µL de NaOH 3 M a 

37 ºC por 15 minutos. A precipitação do DNA convertido foi realizada incubando-se as amostras 

com 75 µL de acetato de amônio 5 M; pH 7,0 por 5 minutos. A seguir, 1 µL de glicogênio (20 

mg/mL) e 350 µL de etanol 100% gelado foram adicionados às amostras e as mesmas foram 

incubadas a -20 ºC por 16-18 horas. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 14.000 RPM por 

30 minutos a 4 ºC e lavadas com 500 µL de etanol 70%, centrifugando-se mais uma vez os tubos 

a 14.000 RPM por 15 minutos a 4 ºC. Os sedimentos de DNA convertido foram secos em 

temperatura ambiente e ressuspendidos em 22 µL água MilliQ autoclavada. 
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Eficiência de conversão do DNA por bissulfito de sódio 

A verificação da eficiência do tratamento com bissulfito de sódio, foi realizada 

quantificando-se por PCR em tempo real as amostras tratadas. Para isso foram utilizados dois 

pares de primers especialmente desenhados para essa finalidade. 

Um dos pares de primers (primer 1) é complementar a uma sequência de DNA não 

convertido por bissulfito e que é rica em dinucleotídeos CpGs não metilados. Na ausência de 

conversão por bisssulfito, ocorre amplificação de uma banda com temperatura de melting (Tm) 

definida. Após conversão por bissulfito, não há mais complementaridade e anelamento dos 

primers e, portanto não ocorre amplificação da região. 

O segundo par de primers (primer 2) flanqueia uma região do DNA rica em CpGs 

desmetilados. A conversão não afeta o anelamento dos primers, no entanto, as citosinas contidas 

na região do amplicon, quando as amostras são eficientemente tratadas com bissulfito de sódio, 

convertem-se a uracilas. Isto torna a temperatura de melting (Tm) do amplicon convertido mais 

baixa que a temperatura do amplicon não convertido. Após a amplificação por PCR as 

temperaturas de melting podem ser determinadas pela curva de dissociação dos produtos e a 

eficiência de conversão avaliada pela comparação da área sob cada um dos picos de dissociação. 
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Figura 6: Eficiência do tratamento das amostras de DNA extraídos de DU-145 com bissulfito de 

sódio. Amostras de gDNA de células de DU-145 tratadas com 5-AZA e controle foram convertidas com o 

tratamento por bissulfito de sódio. A seguir, as amostras de gDNA de DU-145 convertidas (3), os padrões 

de DNA não convertido (1) e parcialmente convertido (2) foram amplificados por PCR em tempo real 

utilizando dois pares de primers. O par de primer 1 (A) amplifica apenas gDNA não convertido. O par de 

primer 2 (B) é capaz de amplificar alvos convertidos (Tm ≈ 76ºC) ou não (Tm ≈ 81ºC) por bissulfito. 

Notar a ausência de amplificação pelo par de primer 1 das amostras de gDNA de DU-145 convertido 

(painéis superiores – seta 3) e a presença de amplificação pelo par de primer 2 de um amplicon com Tm 

menor (painéis inferiores – seta 3) em relação a Tm do amplicon amplificado a partir de um padrão de 

DNA não convertido (painéis inferiores - seta 1). 

 

Na Figura 6A (PCR realizada com o par de primers 1) não se observa amplificação de 

produtos para as amostras de gDNA de DU-145 convertido. Na Figura 6B, nota-se a amplificação 

exclusiva de bandas com Tm compatível ao produto amplificado a partir de um DNA convertido 

(Tm ≈ 76ºC). Não se observa a amplificação de produtos com Tm ≈ 81 ºC nas amostras de gDNA 

de DU-145 tratadas com bissulfito, indicando portanto uma alta eficiência de conversão das 

amostras. 
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Planejamento dos primers para clonagem das CGIs 

Após a conversão do DNA genômico por bissulfito de sódio, as CGIs testadas quanto ao 

seu status de metilação devem ser amplificadas e clonadas para posterior sequenciamento e 

análise. O desenho dos primers para amplificação do DNA modificado é um desafio, uma vez 

que o tratamento converte citosinas não metiladas em uracilas, as quais serão posteriormente 

copiadas como timinas na amplificação por PCR. Essas modificações reduzem a complexidade 

das sequências, o que aumenta a possibilidade de formação de auto anelamento entre os primers e 

ao mesmo tempo aumenta a possibilidade de os primers encontrarem múltiplos sítios de 

anelamento no DNA, o que levaria à produção de amplicons secundários. Além disso, o 

tratamento tornam as duas fitas do DNA não mais complementares entre si. Assim, o par de 

primers a ser desenhado deve amplificar apenas uma das fitas do DNA. Neste trabalho, para a 

amplificação das CGIs, os primers específicos (Tabela 11) foram desenhados com o auxílio do 

programa Methyl Primer Express (Applied Biosystems). Em geral, esse programa leva em 

consideração os critérios comuns ao desenho de primers para PCRs convencionais, além de 

desenhar primers que evitem a presença de sítios CpG em sua sequência, possibilitando a 

amplificação do DNA caso ele esteja metilado ou não. Caso não seja possível evitar sítios CpGs 

nas sequências dos primers, devido a limitações da sequência input, o programa atribui à posição 

da citosina do sítio CpG as duas possibilidades de bases. Além disso, as sequências de cada 

primer devem conter no mínimo 3 citosinas não-CpGs, para maximizar a amplificação seletiva 

das fitas de DNA modificadas pelo tratamento com bissulfito. 
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Tabela 11: Sequência dos primers desenhados para clonagem das CGIs a partir do DNA convetido 

com bissulfito de sódio. 

 

 

Clonagem e sequenciamento do DNA genômico convertido por bissulfito de sódio 

As CGIs analisadas foram amplificadas por PCR a partir de 50 ng de DNA genômico 

convertido com bissulfito de sódio. A reação de PCR foi realizada com 5 unidades da enzima Go 

Taq DNA Polymerase (Promega), 0,2 mM de dNTPs e 0,2 µM de cada primer em tampão 

recomendado pelo fabricante, que contém 1,5 mM de MgCl2. 

Os produtos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% em TAE com 

0,5 µg/mL de brometo de etídio. As bandas correspondentes aos amplicons específicos foram 

cortadas do gel e purificadas com o kit Wisard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) 

conforme orientações do fabricante. Os fragmentos purificados foram clonados no plasmídio 

pGEM-T Easy (Promega) com a enzima T4 DNA ligase (Promega), segundo as orientações do 

fabricante. A seguir, as ligações foram submetidas à diálise por 2 horas e utilizadas para 

eletroporação em bactérias E. coli DH10B eletrocompetentes. Após o crescimento das bactérias 

em meio LB sólido contendo ampicilina por 16 horas a 37 ºC, cerca de 30 a 40 colônias de cada 

clonagem foram transferidas para placas de cultura de 96 poços (Corning) contendo 100 µL de 

meio TB líquido acrescido de ampicilina. As colônias foram crescidas por 16 horas a 37 ºC. 
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Para o sequenciamento, cada clone de bactéria foi submetido à reação de PCR (PCR de 

colônia). A reação de PCR de colônia foi realizada com 5 unidades da enzima Taq DNA 

Polymerase (Bioline), 1,8 nM de dNTPs, 2,6 pmol de cada primer (primers que são 

complementares à região que flanqueia o sítio múltiplo de clonagem do vetor pGEM-T Easy), 22 

µM de MgCl2 em tampão recomendado pelo fabricante. O volume de 15 µL de reação foi 

transferido para microplacas para PCR de 96 poços (ABgene), seguida da transferência de 1-2 µL 

das culturas crescidas em meio TB. A reação foi realizada em termociclador GeneAmp PCR 

System (Applied Biosystems) nas seguintes condições: 4 minutos a 95 ºC, 40 ciclos de 45 

segundos a 95 ºC, 45 segundos a 57 ºC e 1 minuto a 72 ºC, seguido por 5 minutos a 72 ºC. Para a 

verificação da correta amplificação dos produtos inseridos no vetor, 1 µL de cada reação foi 

submetido a eletroforese em gel de agarose 1% em TAE com 0,5 µg/mL de brometo de etídio. Os 

produtos do PCR de colônia foram sequenciados com o método dideoxi no sequenciador 

MegaBace (Armeshan) utilizando para a reação de sequenciamento o kit BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e 2,5 µM do primer que anela no vetor. 

 

Análise informática das sequências dos clones 

As sequências geradas foram analisadas com a ferramenta disponível on line QUMA 

(QUantification tool for Methylation Analysis - http://quma.cdb.riken.jp/) (Kumaki et al., 2008). 

Essa ferramenta inclui muitas das funções necessárias para o processamento de dados de 

sequenciamento bissulfito, além de prover uma análise de qualidade das sequências analisadas. 

Devido à baixa complexidade das sequencias após a conversão por bissulfito, erros de 

sequenciamento são frequentes durante a análise. Para controlar a qualidade das sequências 

analisadas, a ferramenta adota como parâmetros o limite inferior de 90% de identidade e o 

número máximo de 10 mismatches entre as sequências analisadas e a sequencia genômica. 
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A conversão de citosinas por bissulfito incompleta é outro problema frequentemente 

encontrado nas análises de sequenciamento. Devido ao baixo nível de metilação do DNA em 

citosinas não CpGs no genoma de mamíferos, a presença de um certo número de cistosinas não 

CpGs não convertidas em um único clone de sequenciamento bissulfito tem sido um indicador 

prático de conversão por bissulfito incompleta. Assim, para o controle de qualidade da conversão 

por bissulfito, o software adota uma eficiência mínima de 95% de conversão de citosinas (razão 

entre o número de citosinas não CpGs convertidas pelo número total de citosinas não CpGs 

presentes na sequência) e o número máximo de 5 citosinas não convertidas em sítios não CpGs 

como parâmetros. Outra vantagem desse software é a possibilidade de realizar uma análise 

estatística entre os perfis de metilação de dois grupos de sequências convertidas por bissulfito que 

se deseja comparar. A significância estatística da diferença entre os dois grupos de sequencia em 

cada sítio CpG é avaliado com o teste exato de Fisher, enquanto que o grupo inteiro dos sítios 

CpGs é avaliado com o teste Mann-Whitney U-test. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Expressão em larga escala de ncRNAs longos (lncRNAs) intrônicos e mRNAs 

codificadores de proteínas em linhagens tumorais humanas 

As linhagens tumorais derivadas de tumores próstata (DU-145), mama (MCF-7) e 

pâncreas (Mia PaCa 2) tiveram seu padrão de expressão gênica global analisado através da 

hibridização de seus conteúdos de RNA com oligoarrays customizados em nosso laboratório e 

sintetizados pela Agilent. Estas lâminas utilizadas contém 13.274 sondas que medem a expressão 

de mRNAs codificadores de proteínas, 6.831 sondas que medem a expressão de lncRNAs com 

evidências de serem transcritos a partir de regiões intrônicas (lncRNAs senso) de genes 

codificadores de proteína com sequência curada (conjunto RefSeq) e 10.901 sondas que medem a 

expressão de lncRNAs com evidências de serem transcritos a partir da fita oposta de genes 

codificadores de proteínas (lncRNAs antissenso). 

A estratégia de hibridização está mostrada na figura 4 da subseção 3.5.3 da seção de 

Materiais e Métodos. Após a extração dos dados, os valores de intensidade foram filtrados. Para o 

RNA ser considerado expresso na linhagem em análise, o sinal de intensidade da sonda deveria 

estar significativamente acima do background da lâmina em três das quatro réplicas de medidas 

de expressão. A Tabela 12 lista o número de sondas de cada tipo consideradas expressas nas 

linhagens celulares. A Figura 7 mostra a proporção de sondas expressas e não expressas, nas 

células de cada uma das linhagens estudadas, em relação ao total de sondas na lâmina de 

oligoarray, por classe de transcrito. 
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Tabela 12: Número de sondas expressas nas linhagens celulares estudadas. 

 

 

 

 

Figura 7: Proporção de sondas expressas e não expressas, nas três linhagens em estudo, em relação 

ao total de sondas na lâmina de oligonucleotídeos, por classe de transcrito. Foram considerados RNAs 

expressos aqueles que possuíam sinal de intensidade significativamente acima do background da lâmina 

em três das quatro réplicas medidas. Em cinza escuro está representada a proporção de sondas 

consideradas expressas na análise e em cinza claro, a proporção de sondas consideradas não expressas na 

análise. 
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Foi detectada a expressão de 10 mil a 11 mil sondas que medem mRNAs codificadores de 

proteínas em cada uma das linhagens. Esses números representam a expressão de cerca de 77% a 

84% das sondas que medem mRNAs presentes na lâmina de oligonucleotídeos (Figura 7). As 

sondas detectadas representam 6.278 (DU-145), 6.255 (MCF-7) e 6.191 (Mia PaCa 2) diferentes 

loci gênicos expressos em cada uma das linhagens. Em relação aos lncRNAs com orientação 

antissenso ao locus codificador de proteínas hospedeiro, foram detectadas 4.815 (DU-145, 44% 

do total de sondas presentes na lâmina), 4.565 (MCF-7, 42% do total de sondas presentes na 

lâmina) e 3.262 (Mia PaCa 2, 30% do total de sondas presentes na lâmina) sondas positivas em 

cada uma das linhagens (Tabela 12 e Figura 7). Além disso, foram detectados lncRNAs cuja 

expressão ocorre a partir de uma região intrônica, na mesma fita que o mRNA pertencente ao 

locus do gene codificador de proteínas hospedeiro (lncRNAs senso): 2.825 (41% do total 

presente na lâmina) em DU-145, 2.875 (42% do total de sondas presentes na lâmina) em MCF-7 

e 2.113 (31% do total de sondas presentes na lâmina) em Mia PaCa 2 (Tabela 12 e Figura 7). 

Essa análise indicou uma menor proporção de lncRNAs intrônicos expressos em cada 

uma das linhagens em relação a proporção de mRNAs. Está descrito na literatura que RNAs não 

codificadores apresentam em geral perfis de expressão tecido e/ou célula específico (Ravasi et 

al., 2006; Mercer et al., 2008; Cabili et al., 2011). O resultado descrito acima corrobora a ideia de 

que lncRNAs originados em regiões intrônicas possuem características de expressão 

celular/tecidual comparáveis às observadas para lncRNAs intergênicos, além de corroborar 

também resultados prévios de nosso grupo utilizando amostras de tecido e a mesma plataforma 

de oligonucleotíddeos (Nakaya et al., 2007). 

Os lncRNAs intrônicos antissenso e senso expressos em pelo menos uma das três 

linhagens tiveram seu potencial codificador de proteínas avaliado pelo programa CPC – Coding 

Potential Calculator (Kong et al., 2007). Para ambas as classes de lncRNAs em estudo, mais de 
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99% dos transcritos expressos em nossas análises possuem pouco ou nenhum potencial 

codificador: 5.610 dos 5.625 lncRNAs antissenso e 3.498 dos 3.504 lncRNAs senso. 

Com o intuito de obter evidências adicionais de que os lncRNAs antissenso e senso 

considerados detectados em nossas análises são transcritos reais e não resultantes da hibridização 

inespecífica com as sondas da lâmina de oligonucleotídeos, as coordenadas genômicas dos 9.129 

lncRNAs considerados expressos em pelo menos uma das três linhagens estudadas foram 

cruzadas com as coordenadas genômicas disponíveis publicamente de RNAs detectados pela 

metodologia de RNA-seq em 7 bibliotecas de diferentes linhagens celulares (ENCODE Caltech 

RNA-seq Libraries, http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTrackUi?hgsid=268692585&c=chr1&g=wgEncodeCaltechRnaSeq). As 7 bibliotecas 

utilizadas para comparação com os dados detectados por nossa lâmina de oligoarray foram 

geradas a partir de RNA poli(A)+ obtidos de 7 linhagens celulares, preservando a informação da 

orientação original dos transcritos. A Figura 8 mostra o resultado da análise de sobreposição de 

coordenadas genômicas dos 6.611 mRNAs, dos 5.625 lncRNAs antissenso e dos 3.504 lncRNAs 

senso expressos em pelo menos uma das três linhagens estudadas com as coordenadas genômicas 

dos RNAs detectados nas 7 bibliotecas analisadas pelo projeto ENCODE Caltech RNA-seq 

Libraries. 
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Figura 8: Número de lncRNAs intrônicos antissenso e senso e mRNAs detectados em pelo menos 

uma das três linhagens estudadas (DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2) e identificados em outras 

linhagens celulares e por outra metodologia. As coordenadas genômicas dos 6.611 mRNAs 

codificadores de proteínas, 5.625 lncRNAs antissenso e 3.504 lncRNAs senso foram cruzadas com as 

coordenadas genômicas de RNAs detectados em sete linhagens celulares diferentes por RNA-seq 

(ENCODE Caltech RNA-seq Libraries). Na figura estão plotados os números de transcritos detectados em 

nossos experimentos com oligoarrays e que também foram detectados em pelo menos uma das sete 

linhagens do projeto ENCODE Caltech RNA-seq Libraries, por classe de RNA. 

 

Na figura acima podemos notar que a quase totalidade (99%) dos mRNAs expressos em 

pelo menos uma das três linhagens também apresentam expressão em pelo menos uma das 7 

linhagens analisadas nas bibliotecas de RNA-seq Caltech. Para os lncRNAs antissenso, essa 

sobreposição foi de 32% e para os lncRNAs senso, 86%. A menor sobreposição de coordenadas 

encontrada para os lncRNAs em relação aos mRNAs pode ser explicada por algumas razões. 

Como já demonstrado na literatura (Cabili et al., 2011), e como será discutido mais adiante em 

nossas análises (Figura 10), os ncRNAs possuem abundância de expressão mais baixa que os 

mRNAs. É sabido, no entanto, que transcritos com menor abundância de expressão são mais 

difíceis de serem cobertos por experimentos de RNA-seq que transcritos com abundância de 

expressão maiores. Assim, grandes esforços de sequenciamento devem ser realizados para 

amostrar a totalidade dessa classe de RNAs. Realizamos uma análise para determinar a cobertura 

do transcriptoma exônico e intrônico nas 7 bibliotecas de RNA-seq utilizadas (Figura 9). 
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Figura 9: Curva de saturação da cobertura de sequenciamento das bibliotecas de RNA-seq do 

projeto ENCODE Caltech RNA-seq Libraries. O gráfico representa a curva de saturação das tags 

sequenciadas por RNA-seq a partir das 7 bibliotecas de cDNA do projeto ENCODE Caltech RNA-seq 

Libraries. O número de regiões exônicas (curva preta) representa a contagem de GENE IDs e o número de 

regiões intrônicas representa a contagem de íntrons pertencentes a GENE IDs (curva vermelha). No eixo 

X estão representados os números de tags referentes às 7 bibliotecas do projeto. 

 

Observamos a saturação do número de regiões codificadoras detectadas nestas 

bibliotecas, que correspondem a cerca de 12.600 genes (Figura 9, curva preta). Por outro lado, 

observamos que o número de regiões intrônicas não se encontra saturada na profundidade de 

cobertura atingida com o sequenciamento destas bibliotecas. Mesmo após sequenciar cerca de 40 

milhões de tags, a curva cumulativa indica que o número de regiões intrônicas detectadas 

encontra-se longe da saturação (Figura 9, linha vermelha). A saturação alcançada nos 

experimentos de RNA-seq foi insuficiente para detectar o conjunto de transcritos intrônicos 

expressos nas 7 linhagens. Este resultado explica, ao menos em parte, a menor porcentagem de 

sobreposição observada entre os lncRNAs detectados em nossos experimentos e transcritos 

intrônicos detectados nos experimentos de RNA-seq em comparação a sobreposição observada 

para os mRNAs. Outra possibilidade de causa para a baixa sobreposição de coordenadas entre os 

lncRNAs intrônicos e RNAs sequenciados a partir das 7 bibliotecas do projeto ENCODE Caltech 
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RNA-seq Libraries, é o fato de que os ncRNAs possuem um padrão de expressão com maior 

especificidade em relação ao tipo de tecido/tipo celular que os mRNAs em geral (Cabili et al., 

2011). Este fator também deve contribuir para a menor proporção de lncRNAs em relação aos 

mRNAs expressos nas 3 linhagens testadas que são confirmados nas 7 bibliotecas de RNA-seq 

analisadas. 

4.2 LncRNAs intrônicos são expressos em níveis mais baixos do que mRNAs 

codificadores de proteínas  

Comparando a distribuição das intensidades de sinal das sondas consideradas expressas 

em pelo menos uma das três linhagens em estudo, pudemos observar que os lncRNAs apresentam 

intensidades de expressão menores que os mRNAs, sendo as medianas de intensidade de 

expressão dos lncRNAs antissenso de 90 u.a. e a dos lncRNAs senso de 98 u.a. A mediana de 

intensidade de expressão encontrada para os mRNAs codificadores de proteínas foi de 785 u.a. 

(Figura 10).  
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Figura 10: Distribuição das intensidades de sinal das sondas complementares a lncRNAs intrônicos 

antissenso ou senso e mRNAs detectadas nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2. Após extração 

dos dados, todas as sondas consideradas detectadas em pelo menos uma das três linhagens (com sinal de 

expressão significativamente acima do background da lâmina em três das quatro réplicas de cada 

linhagem) tiveram suas intensidades normalizadas por quantil. Para os dados normalizados foram 

calculadas as frequências de cada faixa de intensidade. As frequências por intensidade dos 3.504 lncRNAs 

senso, 5.625 lncRNAs antissenso e 11.879 sondas de mRNAs detectados em pelo menos uma das três 

linhagens estão mostradas pelas linhas azul, vermelha e preta, respectivamente. 

4.3 LncRNAs intrônicos apresentam padrão de expressão mais linhagem/tecido 

específico do que mRNAs codificadores de proteínas 

Realizamos o agrupamento dos dados de intensidade dos lncRNAs intrônicos para 

investigar o seu padrão de expressão entre as linhagens analisadas (Figura 11). Podemos observar 

uma menor sobreposição entre os lncRNAs expressos em pelo menos uma das três linhagens em 

comparação aos mRNAs codificadores de proteínas, o que demonstra que os lncRNAs intrônicos 

são expressos de uma maneira mais linhagem-específica do que os mRNAs codificadores de 

proteínas. Do total de transcritos de cada classe de RNA detectados em pelo menos uma das três 

linhagens, apenas 72% dos lncRNAs senso (2.518/3.504) e 75% dos lncRNAs antissenso 

(4.207/5.625) são expressos em mais do que uma linhagem. Por outro lado, a maior parte dos 

mRNAs (6.171/6.611, 93%) foi detectada em mais do que um tipo celular.   
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Figura 11: Especificidade de expressão de lncRNAs intrônicos antissenso e senso e mRNAs 

codificadores de proteínas entre as linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2. No painel A estão 

agrupadas as intensidades de expressão detectadas para 5.625 lncRNAs antissenso, 3.504 lncRNAs senso 

e 6.611 mRNAs expressos em pelo menos uma das três linhagens analisadas. Nas matrizes de expressão, 

cada linha representa um transcrito individual. A escala de cor representa o logaritmo na base 2 dos 

valores de intensidade de expressão normalizados por quantil entre as três linhagens. A cor cinza 

representa a ausência de expressão daquele transcrito naquela linhagem. No painel B estão os diagramas 

de venn mostrando a sobreposição de transcritos expressos entre as linhagens DU-145, MCF-7 e Mia 

PaCa 2, por classe de transcrito analisada. 
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Com o objetivo de explorar melhor o padrão de expressão tecidual dos lncRNAs 

intrônicos, foi realizada uma análise de abundância de expressão relativa de 6.488 RNAs 

expressos em nosso estudo, com um dataset de RNA-seq disponível publicamente (RNA-seq 

Burge) (Wang et al., 2008) composto por nove bibliotecas de diferentes tecidos. Nesta análise, as 

coordenadas genômicas referentes aos RNAs não codificadores intrônicos longos antissenso, 

senso e codificadores de proteínas do nosso conjunto de expressos foi cruzada com as 

coordenadas genômicas dos reads de RNA-seq das nove bibliotecas de cDNA originadas de 

diferentes tecidos. Para cada transcrito representado em nossa lâmina de oligonucleotídeos foi 

determinada a sua expressão em cada uma das bibliotecas de RNA-seq, representado pelo 

número de reads por quilobase por milhão (RPKM) (Mortazavi et al., 2008). Em seguida, a 

expressão relativa de cada transcrito entre as 9 bibliotecas de RNA-seq foi determinado, e 

representado como uma fração da expressão total (F.E.T), como proposto por (Cabili et al., 2011) 

e descrito na seção de Materiais e Métodos (ver subseção 3.5.5). Nesta análise, foram usados 

apenas RNAs detectados em pelo menos uma de nossas três linhagens e que possuíam expressão 

menor ou igual a 1,5 RPKM nas nove bibliotecas do dataset de RNA-seq. Utilizamos esse limiar 

de intensidade para incluir na análise apenas mRNAs com nível de expressão semelhante a dos 

lncRNAs. Isso foi feito para assegurarmos que as diferenças de expressão relativa de lncRNAs e 

mRNAs observadas entre os nove tecidos presentes no dataset de RNA-seq não eram devido à 

menor expressão relativa dos lncRNAs em relação aos mRNAs. Na Figura 12A estão 

representadas as frações de expressão de 6.488 RNAs (2.921 lncRNAs antissenso, 3.099 

lncRNAs senso e 468 mRNAs de genes codificadores de proteínas) detectados em pelo menos 

uma das três linhagens e que possuiam expressão menor ou igual a 1,5 RPKM nas nove 

bibliotecas de RNA-seq. Baseado nesse agrupamento pode-se observar que a abundância relativa 
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de transcritos não codificadores de proteínas exibem um perfil mais tecido-específico que os 

transcritos codificadores de proteínas. 

  



114 

 

 
Figura 12: Abundância relativa da expressão de lncRNAs intronicos antissenso, senso e de mRNAs 

codificadores de proteínas entre nove tecidos diferentes. No painel A estão agrupados os 2.921 

lncRNAs antissenso, 3.099 lncRNAs senso e 468 mRNAs codificadores de proteínas expressos em pelo 

menos uma das três linhagens em nosso estudo e que possuem intensidade de expressão menor que 1,5 

RKPM em um dataset composto por RNAs detectados por RNA-seq em nove tecidos saudáveis 

diferentes. As porcentagens se referem ao número de transcritos cuja expressão é menor ou igual a 1,5 

RKPM do total de transcritos expressos em pelo menos uma das linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2. 

Nas matrizes, cada linha representa um transcrito individual e cada coluna um tecido presente no dataset 

de RNA-seq. A escala de cor representa a fração de expressão entre os nove tecidos (F.E.T.), onde branco 

significa fração zero, ou seja, naquele tecido o transcrito não é expresso e vermelho forte significa fração 

maior que 0,5, ou seja, aquele tecido contribui para mais da metade da expressão total do transcrito nos 

nove tecidos. No painel B estão plotadas as porcentagens de transcritos com F.E.T. > 0,5 por classe de 

RNA. As proporções observadas para os lncRNAs antissenso e senso são significativamente diferentes em 

relação à proporção observada para os mRNAs codificadores de proteínas (Fisher’s exact test; p-value < 

0,0001). 



115 

 

Na Figura 12B estão plotadas as proporções de transcritos em cada classe com abundância 

de expressão tecido-específica, definido por um valor de F.E.T > 0,5 em um tecido (Cabili et al., 

2011). Entre os lncRNAs, 52% dos transcritos intrônicos senso e 38% dos intrônicos antissenso 

apresentam abundância de expressão tecido específica, enquanto que entre os mRNAs 

codifcadores de proteínas, apenas 25% apresentam essa característica (Figura 12B). Essas 

diferenças nas abundâncias relativas de expressão entre os nove tecidos analisados no dataset de 

RNA-seq entre lncRNAs e mRNAs é estatisticamente significante (Fisher’s exact test; p-value < 

0,0001). Além disso, pode-se afirmar que essas diferenças não são resultantes dos baixos níveis 

de expressão dos lncRNAs uma vez que foram utilizados na análise apenas transcritos 

codificadores e não codificadores de proteínas presentes no dataset de RNA-seq que estavam 

dentro de uma mesma faixa de expressão (RPKM). 

4.4 Correlação de expressão entre lncRNAs intrônicos e mRNAs codificadores de 

proteínas 

Um questionamento a respeito dos lncRNAs senso expressos de regiões intrônicas do 

genoma é se estes são realmente transcritos independentes dos mRNAs codificadores de 

proteínas, possuindo funções próprias dentro da célula, ou se representam a medida de pré-

mRNAs ou de produtos de splicing desses pré-mRNAs que em um momento posterior serão 

degradados pela célula. Embora tenhamos selecionado frações de RNA poli(A)+, utilizando 

primers oligo-dT, para o preparo das amostras de cRNA que foram hibridizadas (subseção 3.5.2. 

da seção de Materiais e Métodos), existe a possibilidade de que trechos ricos em adenina, dentro 

de íntrons, tenham servido como sítios internos de anelamento (internal priming), possibilitando 

a transcrição reversa destas mensagens (Furuno et al., 2006). Por outro lado, já foi documentada a 

existência de ncRNAs intrônicos com a mesma orientação do mRNA expresso no locus gênico e 



116 

 

que exercem função na célula (Hill et al., 2006; Heo e Sung, 2011). Outro questionamento geral 

sobre os lncRNAs intrônicos, tanto com orientação senso quanto antissenso, é se eles são 

produtos de transcrição específica e regulada ou, alternativamente, são produtos espúrios de uma 

transcrição inespecífica em regiões de cromatina aberta para a transcrição dos mRNAs 

codificadores de proteínas daqueles loci. Para abordar e investigar essas possibilidades de uma 

maneira global foi feita uma análise para identificar quantos e quais lncRNAs intrônicos são 

transcritos de forma independente do mRNA de seu locus hospedeiro. Para isso, foi analisada a 

associação entre a expressão de mRNAs e lncRNAs em 6.679 loci gênicos em DU-145, 6.659 em 

MCF-7 e 6.299 em Mia PaCa 2 (Figura 13).  

 

 

Figura 13: Transcrição de lncRNAs intrônicos antissenso e senso concomitante com a expressão de 

mRNAs no mesmo locus gênico. Os diagramas de venn apresentam os números de loci gênicos com 

sobreposição de expressão entre lncRNAs e mRNAs codificadores de proteínas em cada linhagem 

estudada. Foram analisados 6.679, 6.659 e 6.299 loci gênicos em DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2, 

respectivamente.  
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Como pode-se observar na Figura 13 acima, para uma parte dos loci gênicos interrogados 

(40% a 49% do total de loci detectados) detectou-se exclusivamente o mRNA codificador de 

proteína. Para uma pequena fração dos loci gênicos interrogados nas três linhagens, detectou-se 

apenas a expressão de lncRNAs intrônicos senso ou antisenso (6% a 7 % do total de loci 

detectados). A ausência de detecção do mRNA nesses loci é um forte indício de que ao menos 

nesses casos os lncRNAs intrônicos sejam originados a partir de transcrição independente. 

Para 45% a 55% do total de loci em que se detectou atividade transcricional, detectou-se 

simultaneamente a expressão de ao menos um lncRNA intrônico e do mRNA codificador de 

proteína. A fim de investigar a existência de associação entre a expressão do mRNA e lncRNA 

intrônico no mesmo locus, testou-se a correlação entre a expressão destes transcritos analisando 

os dados das 3 linhagens (Figura 14). Foram analisados apenas lncRNAs cuja expressão do par 

mRNA/lncRNA foi detectada nas três linhagens, resultando em um total de 1.519 lncRNAs senso 

e 2.461 lncRNAs antissenso. Esse critério foi utilizado com a finalidade de se obter uma maior 

confiabilidade na interpretação dos resultados, uma vez que as correlações calculadas, ou a 

ausência das mesmas, foram determinadas em linhagens distintas e não entre réplicas da mesma 

linhagem. Com essa análise foi possível observar que a maioria, tanto dos lncRNAs senso (69%) 

como dos lncRNAs antissenso (76%), possui uma baixa correlação de expressão (-0,6 < r > 0,6) 

com os respectivos mRNAs expressos a partir do mesmo locus. Este resultado sugere que a maior 

parte dos lncRNAs intrônicos deva ser processada e acumulada de maneira distinta do mRNA 

codificador de proteínas expresso no mesmo locus. Essa informação é relevante, principalmente 

para os lncRNAs intrônicos senso, uma vez que a baixa correlação observada para a maioria dos 

transcritos dessa classe sugere que esse conjunto de RNAs não represente apenas pré-mRNAs ou 

produtos do processamento de mRNAs (splicing). 



118 

 

 

Figura 14: Correlação de expressão entre lncRNAs intrônicos (senso e antissenso) e mRNAs 

codificadores de proteínas expressos a partir do mesmo locus gênico. Os valores de intensidade de 

expressão medidos nos experimentos com oligoarrays para os lncRNAs e mRNAs foram normalizados 

por quantil. Os coeficientes de correlação de Pearson entre os valores de intensidade normalizados dos 

lncRNAs e dos mRNAs expressos a partir do mesmo locus gênico foram calculados para aqueles 

transcritos expressos nas três linhagens celulares em estudo (DU-145. MCF-7 e Mia PaCa 2). Nos gráficos 

estão plotadas as frequências de lncRNAs por intervalo de coeficiente de correlação de Pearson (r) 

calculado e as proporções cumulativas de transcritos em cada intervalo. (A) 1.519 lncRNAs senso e (B) 

2.461 lncRNAs antissenso. 
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Uma pequena fração dos lncRNAs intrônicos apresentou correlação de expressão com o 

mRNA codificador de proteína do mesmo locus. A fração de lncRNAs que apresentaram 

correlação positiva (r ≥ 0,6), 25% para os sensos e 19% para os antissensos, ou negativa (r ≤ -0,6) 

6% para os sensos e antissensos pode sugerir que um subconjunto dessas classes de lncRNAs 

tenha a transcrição corregulada com a transcrição do mRNA expresso a partir do mesmo locus 

gênico. Esta correlação de expressão levanta a hipótese de que este subconjunto de lncRNAs 

possa exercer algum tipo de papel na modulação in cis da transcrição e/ou na estabilidade dos 

mRNAs. Embora não tenha sido observado significância estatística (teste χ
2
, p-value < 0,3), a 

maior proporção de pares mRNAs/lncRNAs intrônicos senso correlacionados positivamente (r ≥ 

0,6) do que pares mRNAs/lncRNAs antissenso (25% versus 19%,) sugere que os primeiros 

incluam pré-mRNAs ou intron lariats resultantes do splicing, cuja abundância reflete o nível de 

expressão do mRNA codificador. 

O conjunto de mRNAs que possuem lncRNAs correlacionadamente expressos a partir de 

seu locus foi usado para uma análise de enriquecimento de categorias de Gene Ontology (GO) 

(Ashburner et al., 2000) usando o software disponível on line DAVID (Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery) (Huang da et al., 2009) . Entre os 468 mRNAs 

codificadores de proteína cuja expressão está correlacionada (r ≤ -0,6 e r ≥ 0,6) com a expressão 

de lncRNAs intrônicos senso do mesmo locus gênico observa-se o enriquecimento de genes 

pertencentes aos termos GO “muscle organ development”, “muscle cell differentiation”, 

“anatomical structure morphogenesis”, “developmental process” e “protein binding” (Tabela 

13). 
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Tabela 13: Categorias de GO enriquecidas entre os mRNAs codificadores de proteína expressos nas 

três linhagens e que possuem alta correlação (r ≤ -0,6 e r ≥ 0,6) de expressão com lncRNAs 

intrônicos senso transcritos a partir de seus loci gênicos. 

 

 

Para os 603 mRNAs codificadores de proteína que possuem correlação de expressão com 

lncRNAs antissenso expressos a partir de seu locus gênicos, a mesma análise indicou o 

enriquecimernto de genes referentes aos termos GO “actin filament-based process”, “regulation 

of cellular metabolic process”, “regulation of cellular process”, “metallopeptidase activity” e 

“nucleus” (Tabela 14). 

 

Tabela 14: Categorias de GO enriquecidas entre os mRNAs codificadores de proteína expressos nas 

três linhagens e que possuem alta correlação (r ≤ -0,6 e r ≥ 0,6) de expressão com lncRNAs 

antissenso transcritos a partir da fita oposta ao seus loci gênicos. 

 

Uma vez que a maioria dos lncRNAs intrônicos senso e antissenso não possuem 

expressão correlacionada com a expressão do mRNA transcrito a partir do mesmo locus nós 

fomos explorar a possibilidade de os lncRNAs apresentarem correlação de expressão com 

mRNAs de outros loci gênicos (análise de correlação em trans ou análise “guilt by association”) 
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(Guttman et al., 2009; Hung et al., 2011). Além disso, fomos avaliar se esses mRNAs de 

expressão correlacionada com a expressão de lncRNAs fazem parte de alguma categoria de Gene 

Ontology enriquecida em nossa análise. Para esta análise foram utilizados os valores de 

intensidade de expressão normalizados por quantil de todos os 5.614 mRNAs codificadores de 

proteínas expressos nas três linhagens em estudo e dos 20% mais expressos lncRNAs em cada 

linhagem, e que estavam expressos nas três linhagens. Além disso, para a análise dos lncRNAs 

intrônicos senso, foram retirados os transcritos que apresentavam correlação positiva (r ≥ 0,5) 

com os mRNAs expressos a partir do mesmo locus, uma vez que esses transcritos possuem uma 

maior chance de serem pré-mRNAs. Assim, na análise foram computados 776 lncRNAs 

antissenso e 420 lncRNAs senso. Os coeficientes de correlação de Pearson entre os valores de 

expressão desses lncRNAs e todos os mRNAs expressos nas três linhagens foram calculados e 

expressos em uma matriz de correlação (Figura 15). 
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Figura 15: Correlação de expressão entre lncRNAs e mRNAs expressos nas 3 linhagens. Os valores 

de intensidade de expressão dos mRNAs e lncRNAs expressos nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 

2 foram normalizados por quantil. Em seguida, os valores de expressão dos 20% lncRNAs antissenso mais 

expressos em cada linhagem, e expressos nas três linhagens (A) e os 20% lncRNAs senso mais expressos 

em cada linhagem, expressos nas três linhagens e que não possuem alta correlação de expressão com o 

mRNA transcrito a partir de seu locus hospedeiro (B) foram correlacionados com os valores de expressão 

dos 5.614 mRNAs expressos nas três linhagens em estudo. Os coeficientes de correlação de Pearson 

foram calculados e plotados na matriz de correlação. Nas linhas estão representados cada um dos 5.614 

mRNAs e nas colunas cada um dos 776 lncRNAs antissenso (A) e 420 lncRNAs senso (B). Em amarelo 

estão representadas correlações altamente positivas (r > 0,8) e em azul, correlações altamente negativas (r 

< -0,8). Em preto estão representadas as ausências de correlação (-0,8 ≤ r ≤ 0,8). 

 

 

Com o objetivo de explorar melhor as coexpressões observadas, foi realizada uma análise 

de enriquecimento em categorias funcionais de Gene Ontology (GO) para os mRNAs com 

expressão positivamente (r > 0,8) e negativamente (r < -0,8) correlacionadas com a expressão de 

lncRNAs. Para essa análise foi utilizado o programa GENOMICA, disponível on line 

(http://genomica.weizmann.ac.il/) (Segal et al., 2004). Para cada lncRNA foi definido um grupo 
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de genes coexpressos (grupo de mRNAs com expressão positivamente ou negativamente 

correlacionada com um determinado lncRNA) nas três linhagens em estudo. Para identificar 

lncRNAs associados com cada um dos termos das categorias de GO foi construído um mapa de 

módulos gênico, que estabelece associações entre cada grupo de coexpressão e os termos no GO. 

O cálculo de enriquecimento para os termos GO atribuídos foi realizado em relação a todos os 

mRNAs expressos nas três linhagens (p-value ≤ 0,05 - com correção para múltiplos testes de 

Bonferroni) (Figura 16). 
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Figura 16: Enriquecimento em categorias funcionais (Gene Ontology) de mRNAs que possuem 

perfis de coexpressão com lncRNAs em trans nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2. As 

matrizes de correlação construídas entre os 776 lncRNAs antissenso e os 5.614 mRNAs expressos nas três 

linhagens e os 420 lncRNAs senso e os 5.614 mRNAs expressos nas três linhagens foram usadas como 

input para o software GENOMICA (Segal et al., 2004). O programa foi utilizado para a construção de 

mapas de módulos de associação entre cada grupo de mRNAs coexpressos com um determinado lncRNA 

e os termos Gene Ontology. Para a definição dos grupos de coexpressão foi utilizado o critério de alto 

coeficiente de correlação de Pearson (r > 0,8 e r < -0,8) entre os valores de expressão de cada lncRNA e os 

valores de expressão de cada um dos 5.614 mRNAs. O enriquecimento em termos de Gene Ontology dos 

genes coexpressos com lncRNAs foi calculado (p-value ≤ 0,05 – com correção de Bonferroni para 

múltiplos testes). Em (A) estão apresentados os 67 lncRNAs antissenso e em (B) os 15 lncRNAs senso 

cujos perfis de coexpressão com mRNAs nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 estão associados 

com pelo menos um dos termos de GO enriquecidos. Em amarelo estão representadas associações 

positivas entre o lncRNA e os termos de GO e em azul estão representadas associações negativas entre o 

lncRNA e os termos de GO. Em preto estão representadas ausência de associações significativas. 

 

Essa análise identificou 67 lncRNAs antissenso cujos perfis de expressão estão 

correlacionados com os perfis de expressão de mRNAs expressos nas três linhagens e que estão 

associados com os seguintes termos de Gene Ontology: "DNA replication", "microtubule 

cytoeskeleton", "cell cycle phase", "M phase", "mitosis", "DNA metabolic process", "protein 

transport", "cytoplasmic part" e "vacuole". Também foram identificados 15 lncRNAs senso 
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cujos perfis de expressão correlacionam-se com os perfis de expressão de mRNAs nas três 

linhagens. Curiosamente este conjunto está associado com os mesmos termos de Gene Ontology: 

"DNA replication", "microtubule cytoeskeleton", "cell cycle phase", "M phase”, “mitosis”, 

“DNA-dependent DNA replication”, “protein transport”, “cytoskeletal part” e “vacuole”. 

4.5  Identificação de elementos regulatórios localizados à 5’dos lncRNAs intrônicos 

Uma vez que a maior parte dos lncRNAs intrônicos senso ou antissenso não apresentou 

correlação de expressão com o mRNA codificador de proteínas expresso a partir do mesmo locus, 

levantamos a hipótese de que uma parte desses lncRNAs devem ser transcritos e regulados 

independentemente do seu gene hospedeiro. Para investigar essa hipótese fizemos buscas por 

elementos na cromatina associadas à atividade transcricional disponíveis em bancos de dados 

públicos nas regiões genômicas situadas nas extremidades 5’ preditas pela montagem de contigs 

dos lncRNAs intrônicos antissenso e senso realizada em nosso grupo (Nakaya et al., 2007). É 

importante chamar a atenção para o fato de que o tamanho total dos transcritos intrônicos não foi 

ainda confirmado, de forma que não é possível definir com precisão o seu início de transcrição. 

O enriquecimento da presença da enzima RNAP II na vizinhança dos 5.625 lncRNAs 

antissenso e 3.504 lncRNAs intrônicos senso expressos em pelo menos uma das três linhagens foi 

avaliado utilizando dados de imunoprecipitação da cromatina seguido de sequenciamento em 

larga escala (ChIP-seq) (Rozowsky et al., 2009). As coordenadas genômicas dos picos de ChIP-

seq de Pol II foram cruzadas com as coordenadas genômicas das extremidades 5’conhecidas dos 

lncRNA intronicos detectados nas linhagens em estudo. Para a análise de enriquecimento foram 

computados os picos de ChIP-seq de RNAP II encontrados em até 10 kb de distância do início 

predito dos transcritos. Após o cruzamento das coordenadas genômicas, verificamos 

enriquecimento significativo (teste Kolmogorov-Smirnov (KS), p-value < 0,05) da enzima RNAP 
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II na vizinhança (até 10 kb) do provável início de transcrição, em relação a um conjunto controle 

formado por sequências genômicas selecionadas aleatoriamente a partir de regiões intrônicas do 

genoma (Figura 17A). Este resultado sugeriu que ao menos uma fração dos lncRNAs intrônicos 

sejam sintetizados pela RNAP II. 

De forma semelhante, cruzamos as coordenadas das extremidades 5’ dos lncRNAs 

intrônicos expressos em pelo menos uma das três linhagens em estudo, com as coordenadas de 

sequências de cDNAs que possuem cap 5’(CAGE tags) (Cap Analysis of Gene Expression) 

expressas em nove bibliotecas diferentes geradas a partir de RNApoliA+ (Carninci e 

Hayashizaki, 1999; Kodzius et al., 2006; Valen et al., 2009). Após o cruzamento das coordenadas 

genômicas, verificamos um enriquecimento entre 20% a 8% de CAGE tags próximo à posição 0 

em relação aos TSSs preditos para os lncRNAs senso e antissenso, respectivamente (Figura 17B). 

Já foi descrito que trimetilações na lisina 4 da histona 3 (H3K4me3) e trimetilações na 

lisina 36 da histona 3 (H3K4me36) são capazes de apontar para regiões transcricionalmente 

ativas, sendo que a marca H3K4me3 está mais associada às regiões promotoras (Guttman et al., 

2009), enquanto que a marca H3K36me3 está mais associada às regiões transcritas em si 

(Mikkelsen et al., 2007). Além disso, sabe-se CGIs também são elementos regulatórios 

característicos de certos tipos de promotores de mamíferos (Carninci et al., 2006). 

Essencialmente, a mesma abordagem de cruzamento de coordenadas realizada para os dados 

públicos de ChIP-seq de RNAP II foram realizadas para verificar enriquecimento de marcas de 

H3K4me3 e presença de CGIs (Figura 17, C e D). 
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Figura 17: TSSs preditos dos lncRNAs intrônicos antissenso e senso expressos em DU-145, MCF-7 e 

Mia PaCa 2 estão enriquecidos em marcas associadas a regiões promotoras e CAGE tags. Os gráficos 

acima mostram a distribuição das distâncias calculadas (eixo X) para cada um dos elementos em cada uma 

das classes de transcritos analisadas. (A) RNAP II, (B) CAGE tags, (C) H3K4me3 e (D) CGI. A fração de 

transcritos está representada no eixo Y e cada linha representa uma das classes de transcritos descritas: 

mRNAs codificadores de proteínas (linha preta), lncRNAs antissenso (linha vermelha), lncRNAs senso 

(linha azul) e sequências randômicas (linha verde). 

 

 

Como esperado a maior parte dos mRNAs codificadores de proteínas apresentam marcas 

de regiões promotoras como RNAP II, H3K4me3 e ilhas CpG (Figura 17). Cerca de 40% dos 

lncRNAs antissenso e senso apresentaram enriquecimento da presença de RNAP II próximo à 

posição 0 em relação aos seus TSSs preditos (Figura 17A). Cerca de 30% e 35% dos lncRNAs 

antissenso e senso, respectivamente, também apresentaram enriquecimento da marca H3K4me3 

próximo à posição predita para os seus TSSs (Figura 17C). 
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 Enquanto que cerca de 50% dos mRNAs apresentaram enriquecimento de CGIs próximo 

aos TSSs preditos, menos de 10% dos lncRNAs intrônicos antissenso e senso apresentaram 

enriquecimento deste elemento regulatório, o que sugere que apenas uma pequena parte desses 

transcritos deva ser regulada por ilhas CpGs. 

Para as três marcas de elementos regulatórios da transcrição analisados (RNAP II, 

H3K4me3 e CGIs), as frações de lncRNAs que apresentaram-se associados a essas marcas foram 

menores que as frações de mRNAs. Entretanto, essas frações foram maiores do que as 

encontradas para o grupo randômico testado (teste KS, p-value < 0,05). Esses achados sugerem 

que ao menos uma fração desses lncRNAs apresentam regiões promotoras próprias e que sofram 

algum tipo de regulação com características semelhantes as observadas para mRNAs. 

4.6  Conservação evolutiva dos lncRNAs intrônicos 

Para identificar, dentre os lncRNAs intrônicos antissenso e senso detectados nas linhagens 

celulares humanas DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2, aqueles que possuem ortólogos expressos em 

outras espécies, nós cruzamos as coordenadas genômicas dos 5.625 lncRNAs antissenso e 3.504 

lncRNAs senso com as coordenadas genômicas de transcritos de vertebrados mamíferos e não 

mamíferos que foram sintenicamente mapeados no genoma humano pelo método de alinhamento 

de mRNAs entre espécies denominado TransMap (Zhu et al., 2007). 

Dentre os lncRNAs senso e antissenso expressos em pelo menos uma das três linhagens 

analisadas, 888 (25% do total) e 3.562 (63% do total), respectivamente apresentaram conservação 

de expressão (Figura 18A e B). Esses conjuntos de lncRNAs que possuem ortólogos expressos 

em outras espécies são maiores que os conjuntos esperados quando se cruzam coordenadas 

genômicas de sequências humanas geradas randomicamente com as coordenadas do catálogo de 

ortólogos gerados por TransMap, (p-value < 0,0001; Teste Qui-quadrado) (Figura 18C). 
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Figura 18: lncRNAs intrônicos possuem transcritos ortólogos em outros vertebrados. Distribuição de 

888 lncRNAs senso (A) e 3.562 lncRNAs antissenso (B) humanos que possuem ortólogos expressos em 

pelo menos uma das 18 espécies de vertebrados mamíferos e não mamíferos analisadas usando o 

algoritmo TransMap (Zhu et al., 2007). As coordenadas genômicas de todos os 3.504 lncRNAs senso e 

5.625 lncRNAs antissenso identificados nas três linhagens de estudo foram cruzadas com as coordenadas 

genômicas do catálogo de ortólogos humanos de transcritos expressos em 18 espécies de vertebrados 

alinhados no genoma humano pelo algoritmo TransMap. Em cada linha está representada a distribuição 

dos ortólogos mapeados em cada uma das 18 espécies de vertebrados analisadas. Nas colunas estão 

representados cada um dos lncRNAs senso (A) e antissenso (B) que possuem ortólogos identificados. Em 

(C) estão plotadas as porcentagens de ortólogos identificados nas 18 espécies de vertebrados analisadas 

para cada classe de transcrito não codificador em relação às porcentagens de ortólogos identificados para 

sequências randômicas (Teste Qui-Quadrado, p-value < 0,0001). 
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Para cerca de 25% dos lncRNAs senso e 63% dos lncRNAs antissenso foram identificados 

ortólogos em outras espécies de vertebrados, desde peixes até primatas. Apesar de estarem 

presentes nas análises espécies mais próximas ao homem, como a do orangotango e a do macaco 

rhesus, a espécie com mais ortólogos identificados em ambas as análises foi a do camundongo. 

Isto pode ser explicado pelo fato de que o transcriptoma do camundongo possui alta cobertura, 

devido ao grande esforço de anotação funcional do genoma dessa espécie realizado pelo projeto 

Functional Annotation of the Mouse Genome - FANTOM (Okazaki et al., 2002). A baixa 

representatividade de ortólogos observada nas espécies de primatas pode ser explicada pela 

menor cobertura disponível do transcriptoma dessas espécies. 

Outra evidência de conservação evolutiva para os lncRNAs intrônicos senso e antissenso 

expressos nas linhagens utilizadas neste trabalho foi obtida a partir do cruzamento das 

coordenadas genômicas de todos os lncRNAs expressos em pelo menos uma das três linhagens 

com as coordenadas genômicas de elementos conservados entre 46 espécies de vertebrados. Além 

disso, foi avaliada a presença de elementos conservados subagrupando as espécies em primatas (9 

espécies) e mamíferos placentários (32 espécies) (Figura 19). Para essa análise foi utilizado o 

dataset de elementos conservados disponível no UCSC Genome Browser. 
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Figura 19: Frequência de elementos evolutivamente conservados entre primatas, mamíferos 

placentários e vertebrados encontrados nos lncRNAs intrônicos. As coordenadas genômicas dos 3.504 

lncRNAs senso (A) e dos 5.625 lncRNAs antissenso (B) foram cruzadas com as coordenadas genômicas 

de elementos conservados evolutivamente entre 46 espécies de vertebrados e entre os subgrupos de 

primatas (9 espécies) e mamíferos placentários (32 espécies). As frequências de transcritos não 

codificadores conservados evolutivamente foram comparadas com as frequências de sequências geradas 

randomicamente conservadas evolutivamente (Teste Qui-Quadrado, p-value < 0,0001). 

 

 

Foram identificados 4.377 (78% do total) e 1.711 (49% do total) lncRNAs intrônicos 

antissenso e senso, respectivamente, que comportam em sua sequência elementos conservados 

evolutivamente entre os vertebrados.  Comparando-se as taxas de transcritos intrônicos que 

apresentaram sobreposição com coordenadas genômicas de elementos conservados entre 

organismos pertencentes a cada grupo evolutivo com as taxas de coordenadas genômicas geradas 

randomicamente podemos observar que tanto os lncRNAs senso como os lncRNAs antissenso 

possuem enriquecimento nesses elementos (p-value < 0,0001, Teste Qui-Quadrado). Além disso, 

pode-se observar, como esperado, uma maior frequência desses elementos entre os primatas, que 

entre placentários e vertebrados. 

Uma grande parte dos ncRNAs bem caracterizados possuem estruturas características que 

são funcionais e bem conservadas ao longo do tempo evolutivo, como por exemplo, os rRNAs, os 



132 

 

tRNAs, bem como os RNAs catalíticos, como por exemplo a RNAse P e outros. A seleção 

natural agindo sobre a estrutura secundária desses RNAs não codificadores funcionais causa 

padrões de substituição de nucleotídeos característicos na sequência primária. Mutações 

consistentes e compensatórias troca um tipo de par de bases por outro nas regiões pareadas da 

molécula. Desse modo, há diferenças na variação de sequências entre regiões de loop e regiões de 

stem. Esses padrões podem ser explorados para discriminar ncRNAs funcionais expressos nas 

células (Washietl et al., 2005). Utilizando o programa RNAz (Washietl et al., 2005) 

identificamos estrutura secundária evolutivamente conservada para 623 (11% do total de 5.625) 

lncRNAs antissenso e 342 (10% do total de 3.504 lncRNAs senso). A Figura 20 mostra alguns 

exemplos de estruturas secundárias consenso obtidas para lncRNAs antissenso (Figura 20A) e 

para lncRNAs senso (Figura 20B). 
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Figura 20: lncRNAs intrônicos antissenso e senso expressos nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia 

PaCa 2 possuem estrutura secundária conservada evolutivamente. Na Figura estão representadas 

alguns exemplos de estruturas secundárias consenso preditas para lncRNAs antissenso (A) e senso (B). Os 

círculos indicam variações de pareamento de nucleotídeo nos stems e as cores indicam o número de 

diferentes tipos de pares de bases que suportam a seleção estabilizante sobre a estrutura e a escala de tom 

da cor indica número de pareamentos incompatíveis com a estrutura consenso no alinhamento múltiplo. 

 

A Figura 21 mostra a sobreposição do número de transcritos não codificadores intrônicos 

senso e antissenso aos quais foram atribuídas predições de conservação evolutiva de expressão, 

de conservação evolutiva de sequência e predição de estrutura secundária conservada 

evolutivamente. 
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Figura 21: Sobreposição do número de lncRNAs antissenso e senso que apresentaram conservação 

de expressão (TransMaps), conservação de sequência (PhastConElements) e predição de estrutura 

secundária evolutivamente conservada. (A) lncRNAs senso; (B) lncRNAs antissenso. 

 

 

Cinquenta e nove lncRNAs intrônicos senso (2% do total expresso) e 361 lncRNAs intrônicos 

antissenso (6% do total expresso) possuem predição de estrutura secundária evolutivamente 

conservada, além de conservação de expressão e de sequência (Figura 21). A pequena 

sobreposição pode ser explicada pelos diferentes critérios utilizados para o cálculo de estrutura e 

conservação por cada um dos algoritmos. 

4.7  Regulação da expressão de lncRNAs intrônicos e mRNAs por metilação do DNA  

Já está bem estabelecido na literatura (Esteller, 2008) que muitos genes importantes para 

o desenvolvimento do câncer têm sua expressão regulada pela hipermetilação do DNA. Com o 

objetivo de se avaliar a possibilidade desse mecanismo regular também a transcrição de lncRNAs 

intrônicos, células das linhagens tumorais DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 foram tratadas com o 

agente desmetilante 5-aza-2’deoxicitidina (5-AZA) (Figura 2, subseção 3.4 da seção de Materiais 



135 

 

e Métodos). As condições de tratamento para obter a reexpressão de genes silenciados por 

metilação foram padronizadas como descrito na subseção 3.2 da seção de Materiais e Métodos. 

Amostras de RNA provenientes de duas réplicas biológicas independentes de cada linhagem 

celular tratada ou não com 5-AZA foram amplificadas e marcadas com os fluoróforos Cy5 e Cy3. 

Os alvos fluorescentes foram em seguida hibridizados em duplicata com as lâminas de 

oligonucleotídeos customizadas já descritas, trocando-se os fluoróforos em cada réplica técnica 

(Figura 4 da subseção 3.5.3 da seção de Material e Métodos). Na Tabela 15 estão discriminados 

os números de sondas expressas nas linhagens tratadas com 5-AZA por classe de transcrito. 

 
Tabela 15: Número de sondas expressas em cada linhagem celular após tratamento com 5-AZA. 

 

 
  

A Tabela 16 mostra a proporção de transcritos com expressão estatisticamente 

significativamente diferente após o tratamento das células com 5-AZA em relação às células 

controle (SAM – q-value < 10%). A desmetilação do DNA pelo tratamento com o agente 

desmetilante 5-AZA alterou a expressão de apenas uma pequena fração de genes codificadores de 

proteínas e de lncRNAs. 
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Tabela 16: Número de genes codificadores de proteínas e lncRNAs intrônicos antisseno e senso 

diferencialmente expressos após o tratamento de células das linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 

2 com 5-AZA. 

 
 

 

Nas células de DU-145, apenas 6% dos mRNAs codificadores de proteínas expressos 

foram considerados como diferencialmente expressos após tratamento das células com 5-AZA 

em relação às células controle. Nas células da linhagem MCF-7, a porcentagem de mRNAs 

diferencialmente expressos após tratamento com 5-AZA foi um pouco maior, 10% dos expressos. 

Em Mia PaCa 2 foi observado o maior efeito do agente desmetilante, 26% dos mRNAs 

codificadores de proteínas expressos foram significativamente afetados pela adição da droga no 

meio de cultura. Dentre os afetados pelo tratamento com 5-AZA, de 68% a 78% deles 

apresentaram CGIs em até 2 kb do seu 5’UTR. 

Em relação aos lncRNAs, o efeito do tratamento com o agente desmetilante 5-AZA foi 

ainda menor. Em DU-145, a proporção transcritos com expressão alterada após o tratamento foi 

de aproximadamente 2% do total de expressos, tanto para lncRNAs antissenso, como para os 

lncRNAs intrônicos senso. Em MCF-7, o tratamento com 5-AZA alterou a expressão de 

aproximadamente 3% dos lncRNAs antissenso e 6% dos lncRNAs senso. E em Mia PaCa 2, foi 

observada alteração de expressão em aproximadamente 11% dos lncRNAs antissenso e 10% dos 
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lncRNAs senso. Dentre estes lncRNAs intrônicos antissenso e senso afetados, cerca de 17% a 

22% e 15% a 20% deles apresentaram CGIs em até 5kb de sua extremidade 5’ conhecida, 

respectivamente. 

As listas dos 50 mRNAs, 50 lncRNAs antissenso e 50 lncRNA senso com maior diferença 

de expressão em cada linhagem estão apresentadas nas tabelas em anexo (Apêndices de 1 a 9). 

Interessantemente, em DU-145 não encontramos nenhum gene ou lncRNA com expressão 

diminuída com significância estatística (q-value < 10%). Em MCF-7 e Mia PaCa 2, o número de 

transcritos com expressão diminuída após o tratamento foi muito pequeno. Apenas 12 genes 

codificadores de proteínas foram encontrados diminuídos em cada uma das linhagens, sendo 

nenhum deles comuns a ambas. Para lncRNAs, encontramos apenas dois transcritos diminuídos 

em MCF-7 e 11 em Mia PaCa 2, não sendo nenhum deles comuns a ambas as linhagens também. 

Muito provavelmente, essa diminuição na expressão após tratamento ocorreu devido a um efeito 

indireto do tratamento com 5-AZA. 

Tanto os mRNAs codificadores de proteínas diferencialmente expressos quanto os 

lncRNAs antissenso e senso diferencialmente expressos mostram-se afetados de forma linhagem 

específica. A Figura 22 apresenta os diagramas de venn que mostram a baixa sobreposição de 

transcritos identificados como diferencialmente expressos entre as linhagens DU-145, MCF-7 e 

Mia PaCa 2. 
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Figura 22: mRNAs codificadores de proteínas e lncRNAs intrônicos diferencialmente expressos após 

tratamento com o agente desmetilante 5-AZA nas 3 linhagens. Os diagramas de venn mostram os 

números de transcritos de cada classe que foram identificados como significativamente diferencialmente 

expressos (SAM q-value < 10%) após tratamento das linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 com 5-

AZA. 

 

 

 Entre os 2.825 mRNAs codificadores de proteínas diferencialmente expressos em pelo 

menos uma das três linhagens, somente 78 (3%) foram considerados como diferencialmente 

expresso nas três análises. Para os lncRNAs intrônicos a sobreposição foi de apenas 1% (7 de 

555) e 2% (7 de 404) dos transcritos antissenso e senso, respectivamente. 

Sobrepondo nossas listas de mRNAs diferencialmente expressos após o tratamento com o 

agente desmetilante do DNA (5-AZA) com as listas de genes já identificados em outros trabalhos 

como regulados por metilação do DNA e disponíveis publicamente no banco de dados PubMeth 

(Ongenaert et al., 2008), encontramos uma pequena sobreposição. Do total de 362 genes 

diferencialmente expressos na linhagem de carcinoma de próstata DU-145, 6 já foram descritos 

como regulados por metilação do DNA em tumores de próstata. Oito dos 651 genes 

diferencialmente expressos na linhagem de adenocarcinoma de mama MCF-7, e 10 dos 1612 

genes diferencialmente expressos na linhagem de carcinoma de pâncreas Mia PaCa 2, já foram 

descritos como regulados por metilação do DNA em tumores . A pequena sobreposição pode ser 
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explicada pela característica linhagem/tecido específica da metilação do DNA, e pela quantidade 

limitada de dados disponível no banco PubMeth. 

Com o objetivo de investigar a presença de categorias biológicas específicas associadas 

com os genes regulados por metilação do DNA presentes em nossas análises usamos o software 

Ingenuity Pathway Analysis (http://www.ingenuity.com). Esta ferramenta foi utilizada para 

identificar redes de interações gênicas associadas a categorias biológicas funcionais contendo 

genes diferencialmente expressos após o tratamento com o agente desmetilante 5-AZA. 

As 10 categorias biológicas funcionais e as 10 categorias de associação com 

doença/desordem mais relacionadas com os 392, 651 e 1.612 genes codificadores de proteínas 

cuja expressão foi regulada pelo tratamento com 5-AZA em DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2, 

respectivamente estão mostradas na Figura 23. A categoria biológica funcional e a doença mais 

associada com os genes diferencialmente expressos após tratamento com 5-AZA nas três 

linhagens foram “Cellular Movement” e “ Cancer”, respectivamente. 
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Figura 23: Top 10 categorias biológicas funcionais e doenças/desordens associadas aos genes 

codificadores de proteínas significativamente diferencialmente expressos após tratamento com o 

agente desmetilante 5-AZA. (A) Top 10 categorias biológicas funcionais e (B) top 10 doenças/desordens 

associadas com os 392 genes afetados pela desmetilação do DNA em DU-145. (C) Top 10 categorias 

biológicas funcionais e (D) top 10 doenças/desordens associadas com os 651 genes afetados pela 

desmetilação do DNA em MCF-7. (E) Top 10 categorias biológicas funcionais e (F) top 10 

doenças/desordens associadas com os 1.612 genes afetados pela desmetilação do DNA em Mia PaCa 2. A 

ferramenta Ingenuity Pathways Analysis calcula um p-value baseado na probabilidade de se obter o 

número de moléculas associadas às categorias de um dataset ao acaso. Nesta análise, o p-value foi 

corrigido utilizando a correção para múltiplos testes B-H. A linha threshold corresponde à –log(B-H p-

value) = 0,05. 
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4.8  Seleção de lncRNAs intrônicos regulados por metilação do DNA para validação  

Nossos experimentos de expressão gênica em larga escala em células de três linhagens 

tumorais humanas após tratamento com o agente desmetilante 5-AZA identificaram 555 

lncRNAs intrônicos antissenso e 404 lncRNAs intrônicos senso significativamente 

diferencialmente expressos em pelo menos uma das linhagens em estudo. Dentre esses, 

escolhemos três transcritos para validação do aumento de expressão após tratamento com 5-AZA 

observada nas análises em larga escala por PCR em tempo real e para validação de uma possível 

região promotora em sua extremidade 5’ regulada por metilação do DNA (Tabela 17: ). Os 

critérios de escolha foram: (i) ser um transcrito de orientação antissenso à transcrição do mRNA 

do gene hospedeiro; (ii) ter sido medido, nos experimentos em larga escala, um aumento de pelo 

menos 50% em sua expressão (1,5 x) após o tratamento com 5-AZA em pelo menos duas das três 

linhagens estudadas e (iii) possuir uma predição de ilha CpG na região genômica em até 5 kb de 

distancia da extremidade 5’ do transcrito. É importante chamar a atenção para o fato de que o 

tamanho total do transcrito intrônico e, portanto o seu início de transcrição preciso, é ainda 

desconhecido. As coordenadas dos contigs apresentadas na Tabela 17: são resultados da 

montagem de ESTs disponíveis no GenBank (Nakaya et al., 2007). Como esses transcritos são 

em geral expressos em baixo número de cópias, é plausível que os transcritos completos se 

estendam em uma ou em ambas as direções. 
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Tabela 17: LncRNAs intrônicos antissenso com expressão regulada pelo tratamento com 5-AZA 

selecionados para validação. 

 

4.9  Expressão fita específica de lncRNAs intrônicos  

Para confirmar a indução da expressão dos transcritos antissensos selecionados após 

tratamento com 5-AZA, primeiramente realizamos um experimento de transcrição reversa fita 

específica e verificamos a presença de expressão de cada uma das fitas antes (CTL) e após 

tratamento de células da linhagem DU-145 com 5 µM de 5-aza-2’-deoxicitidina por 3 dias (5-

AZA) (Figura 24). 
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Figura 24: Detecção de expressão fita específica dos lncRNAs antissensos escolhidos para validação 

em DU-145. 4 µg de RNA total extraído de células da linhagem DU-145 antes (CTL) e após tratamento 

com 5 µM de 5-AZA (5-AZA) por 3 dias foram utilizados como molde para a síntese de cDNA utilizando 

primers específicos para as fitas senso e antissenso dos lncRNAs AS-SMG6, AS-APP, AS-CELF2 

utilizando o kit para transcrição reversa TermoScript® (Invitrogen). Como controles, foram realizadas 

uma transcrição reversa sem primer, para mostrar que o cDNA gerado não é um artefato causado por self-

anneling de algum RNA da amostra, e uma transcrição reversa sem a enzima transcriptase reversa para 

mostrar ausência de contaminação das amostras com DNA genômico. A seguir, foram realizados 40 ciclos 

de amplificação por PCR de uma região interna aos primers utilizados na transcrição reversa de cada 

transcrito. 

 

  

Foi detectada antes e após o tratamento com 5-AZA a expressão da fita senso das regiões 

genômicas que corresponde aos contigs dos lncRNAs antissenso AS-SMG6, AS-APP e AS-

CELF2. Para o transcrito AS-SMG6 podemos observar que antes do tratamento com 5-AZA já 

podia ser detectada expressão da fita antissenso, que se tornou, aparentemente maior após a 

desmetilação causada pelo tratamento com 5-AZA como sugerido pelos dados de análise em larga 

escala. Já para os transcritos AS-APP e AS-CELF2, a fita antissenso mostrou-se expressa apenas 

após o tratamento com 5-AZA. 
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4.10 Determinação da estrutura primária de lncRNAs intrônicos por RACE 5’ e 3’ 

Para avançarmos na determinação de suas estruturas primárias, foram realizados 

experimentos de RACE 5’ e 3’para dois dos três lncRNAs antissenso regulados por 5-AZA 

selecionados: AS-SMG6 e AS-APP. 

A Figura 25A ilustra o resultado das reações de RACE 5’ e 3’ para o lncRNA AS-SMG6. 

A predição informática para o tamanho deste transcrito não codificador era inicialmente de 1.228 

nucleotídeos. Após a extensão por RACE obtivemos um transcrito de 2.066 nucleotídeos com uma 

cauda poli-A contendo 112 nucleotídeos. Além disso, utilizando a ferramenta bioinformática 

Polyadq (Tabaska e Zhang, 1999) foi encontrado uma predição para um sinal de poliadenilação a 

16 nucleotídeos upstream da cauda poli-A. Como se pode observar na Figura 25A, a extensão de 

cerca de 800 nucleotídeos no tamanho inicial da predição do transcrito ocorreu principalmente na 

extremidade 5’ da predição do contig. 
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Figura 25: Mapeamento genômico do contig do transcrito AS-SMG6 e dos resultados da sua 

extensão por RACE 5’ e 3’. Em (A) estão representados os mapeamentos da sequência predita 

originalmente pela montagem de ESTs realizada in silico para o transcrito lncRNA AS-SMG6 e da 

sequência obtida após a extensão por RACE 5’ e 3’ (AS-SMG6 + RACE 5’ e 3’). Em (B) estão 

representados os mapeamentos da sequência estendida do lncRNA AS-SMG6 e do resultado do 

sequenciamento do fragmento amplificado por RT-PCR com primers que anelam nas extremidades 3’ 

UTR do gene HIC1 e 5’ do transcrito não codificador AS-SMG6 (3’ UTR-HIC1-AS-SMG6), mostrando 

que ambos fazem parte de uma mesma unidade transcricional. 

 

A extensão da extremidade 5’ do transcrito não codificador juntamente com a localização 

próxima (~1.500 nucleotídeos) do 3’ UTR do gene HIC1 nos levou a pensar que ambas as 

mensagens pudessem fazer parte de uma única unidade transcricional. Para testar essa hipótese, 

foi realizada uma reação de RT-PCR com primers que anelam nas extremidades de ambos os 

transcritos. A reação gerou um fragmento do tamanho próximo ao esperado (~1800 pb), indicando 

que os transcritos fazem parte de uma mesma mensagem. O resultado do sequenciamento do 
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fragmento obtido está mostrado na Figura 25B. Desse modo ficou demonstrado que o transcrito 

não codificador AS-SMG6 cuja expressão é induzida por desmetilação do DNA faz parte da 

unidade transcricional do gene HIC1. Esse gene é um supressor de tumor e já foi demonstrado ser 

hipermetilado em câncer (Wales et al., 1995). 

O lncRNA transcrito a partir da fita oposta à fita que transcreve o mRNA do gene APP 

(lncRNA AS-APP) foi estendido em 867 nucleotídeos na sua extremidade 5’ por RACE (Figura 

26). Não foram obtidas sequências específicas para o lncRNA AS-APP nos experimentos de 

RACE 3’. Uma possibilidade para explicar esse resultado é que o 3’ conhecido desse transcrito já 

seja o final na mensagem completa. A predição informática para o transcrito AS-APP inicial era 

de 624 nucleotídeos, após a extensão por RACE, o transcrito não codificador teve seu tamanho 

aumentado para 1.491 nucleotídeos. A localização genômica do transcrito encontra-se totalmente 

incluída na fita oposta ao último íntron do gene APP (Figura 26). 

 

 

Figura 26: Mapeamento genômico do contig do lncRNA AS-APP e do resultado de sua extensão por 

RACE 5’. Na Figura estão representados os mapeamentos da sequência predita originalmente pela 

montagem de ESTs realizada in silico para o lncRNA AS-APP e da sequência obtida após a extensão por 

RACE 5’ (lncRNA AS-APP + RACE 5’). 
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4.11 Quantificação absoluta da expressão de lncRNAs intrônicos regulados por metilação 

Os resultados de transcrição reversa fita específica mostraram a existência de transcrição a 

partir de ambas as fitas nas regiões correspondentes aos loci dos lncRNAs antissensos 

selecionados (Figura 24). A expressão da fita senso medida nos experimentos de transcrição 

reversa fita específica pode corresponder ao pré-mRNA do gene codificador de proteína dos loci 

gênicos analisados, ou intron lariats resultantes do splicing que se acumulam na célula. Podem ser 

ainda transcritos com funções e biogênese independentes, gerados em regiões intrônicas com a 

mesma orientação do mRNA. Para analisar a expressão dos lncRNAs antissensos foi necessário 

utilizar um método de quantificação fita específica capaz de distinguir o transcrito intrônico 

antissenso de transcritos que se sobrepõe com orientação inversa (pré-mRNA, íntron lariats). Para 

isso, utilizou-se cDNAs obtidos a partir de reações de transcrição reversa iniciadas por primers 

específicos complementares a fita antissenso. A abundância do transcrito antissenso foi a seguir 

determinada utilizando a metodologia de quantificação absoluta por PCR em tempo real. 

A Figura 27 mostra o número de moléculas de cada lncRNA antissenso expressas na 

linhagem DU-145 antes e após tratamento com o agente desmetilante do DNA (5-AZA), por µg 

de RNA total usados nas reações de transcrição reversa fita específicas. Uma vez que mostramos 

que o lncRNA antissenso AS-SMG6 faz parte da região 3’ UTR do gene codificador de proteínas 

HIC1, cuja transcrição já está caracterizada como sendo regulada por metilação do DNA, este 

transcrito deixou de ser um lncRNA candidato para a validação da indução da expressão após 

tratamento com o agente desmetilante 5-AZA. 
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Figura 27: Quantificação absoluta da expressão endógena e após o tratamento com 5-AZA dos 

lncRNAs antissenso AS-APP e AS-CELF2 em DU-145. 4 ug de RNA total foram submetidos à 

transcrição reversa fita específica utilizando o kit TermoScript® (Invitrogen). A seguir os cDNAs obtidos 

foram quantificados por PCR em tempo real absoluto. Em (A) e (B) temos os números de moléculas por 

micrograma de RNA total usado na reação de transcrição reversa dos lncRNAs AS-APP e AS-CELF2, 

respectivamente, expressos em DU-145 antes e após tratamento com 5µM de 5-AZA por três dias. As 

barras de erro representam o desvio padrão em relação à média das 3 réplicas biológicas representada nos 

gráficos. O teste estatístico Teste-t para diferença entre as médias foi realizado (p-value < 0,05). 

 

A determinação do número de moléculas dos lncRNAs antissenso AS-APP e AS-CELF2 

antes e após o tratamento com o agente desmetilante 5-AZA mostraram que ambos os transcritos 

são regulados pela desmetilação do DNA induzida pelo tratamento, confirmando os resultados 

obtidos com os experimentos em larga escala. A expressão endógena desses lncRNAs nas células 

da linhagem DU-145 é muito baixa, cerca de 20 e 45 moléculas de cada lncRNA por ug de RNA 

total, respectivamente, sendo que o tratamento com 5-AZA aumentou a expressão desses 

lncRNAs em aproximadamente 70 e 50 vezes, respectivamente. 

4.12  Expressão do mRNA codificador de proteínas correlaciona-se negativamente com o 

padrão de expressão do lncRNA intrônicos antisenso produzido no locus APP 

Tendo em vista uma possível ação do lncRNA antissenso AS-APP sobre a expressão do 

gene codificador de proteínas expresso a partir do mesmo locus gênico, medimos os níveis de 
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expressão de ambos os transcritos em células das linhagens DU-145 (linhagem de carcinoma de 

próstata), LNCaP (linhagem de carcinoma de próstata, responsiva a andrógeno) e HEK293 

(linhagem embrionária de rim) tratadas e não com o agente desmetilante 5-AZA. Como podemos 

observar na Figura 28, o tratamento das células das linhagens DU-145 e HEK293 com 5 µM do 

agente desmetilante 5-AZA por três dias aumentou a expressão do lncRNA AS-APP em cerca de 

80 e 25 vezes, respectivamente. No entanto, esse efeito não foi observado na linhagem LNCaP. 

 

Figura 28: Quantificação absoluta da expressão endógena e após o tratamento com 5-AZA do 

lncRNA antissenso AS-APP em DU-145, LNCaP e HEK293. 4 ug de RNA total extraídos das linhagens 

DU-145, LNCaP e HEK293 controle e após tratamento com 5µM de 5-AZA por três dias foram 

submetidos à transcrição reversa fita específica utilizando o kit TermoScript® (Invitrogen). A seguir os 

cDNAs obtidos foram quantificados por PCR em tempo real absoluto. Nos gráficos estão plotados os 

números de cópias do transcrito lncRNA AS-APP por micrograma de RNA total usado na reação de 

transcrição reversa, expressos nas linhagens celulares com e sem a adição de 5-AZA no meio de cultura. 

As barras de erro representam o desvio padrão em relação à média das 3 réplicas biológicas representada 

nos gráficos. O teste estatístico Teste-t para diferença entre as médias foi realizado (p-value < 0,05). 

 

 Ao analisarmos a expressão do mRNA codificador da proteína APP, pudemos observar 

que ele está expresso nas células de ambas as linhagens tumorais de próstata (DU-145 e LNCaP) e 

também na linhagem embrionária de rim (HEK293). Curiosamente, o tratamento com o agente 
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desmetilante 5-AZA, por algum efeito indireto da desmetilação provocada pela droga, reduz os 

níveis de expressão do mRNA do gene APP em aproximadamente 50% e 40% nas linhagens DU-

145 e HEK293, respectivamente. Na linhagem tumoral de próstata LNCaP, no entanto, o 

tratamento com 5-AZA não produziu o efeito observado para as outras linhagens (Figura 29). 

 

 

Figura 29: Quantificação absoluta da expressão endógena e após o tratamento com 5-AZA do 

mRNA codificador da proteína APP em DU-145, LNCaP e HEK293. Para a quantificação absoluta do 

mRNA do gene APP, 1 µg de RNA total extraído das células das linhagens DU-145, LNCaP e HEK293, 

tratadas com 5 µM de 5-AZA por três dias e controles foi submetido à transcrição reversa com oligo-dT 

utlizando o kit SuperScript III (Invitrogen). Nos gráficos estão representados os números de cópias do 

mRNA do gene APP por picograma de RNA total usado na reação de transcrição reversa, expressos nas 

linhagens celulares com e sem a adição de 5-AZA no meio de cultura. As barras de erro representam o 

desvio padrão em relação à média das 3 réplicas biológicas representada nos gráficos. O teste estatístico 

Teste-t para diferença entre as médias foi realizado (p-value < 0,05). 

 

Comparando o efeito do tratamento com 5 µM do agente desmetilante 5-AZA por três dias 

sobre a expressão do mRNA do gene APP e a expressão do lncRNA AS-APP nas células das 

linhagens DU-145 e HEK293, pudemos observar um padrão oposto de expressão entre eles 
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(Figura 28 e Figura 29). Esse resultado pode indicar para uma possível ação em cis do lncRNA 

intrônico sobre a expressão do RNA codificador de proteínas do mesmo locus. 

Um possível mecanismo de ação em cis do lncRNA AS-APP sobre a expressão do gene 

APP poderia ser o silenciamento de sua expressão via miRNA. Utilizando a ferramenta 

informática miRNAFinder (https://sites.google.com/site/mirnatools/mirna-prediction) 

encontramos possíveis precursores de pré-miRNA na estrutura primária do lncRNA AS-APP 

(Figura 30A). Alguns destes pré-miRNAs preditos, dão origem a miRNAs maduros que são 

capazes de alvejar e hibridizar na região 3’ UTR do mRNA do gene APP (Figura 30B). 
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Figura 30: Predições de precursores de miRNAs na estrutura primária do lncRNA AS-APP que 

alvejam o 3’ UTR do gene APP. A sequência nucleotídica do lncRNA AS-APP foi utilizada como input 

para o programa miRNAFinder. As predições de pré-miRNA identificadas geram miRNAs maduros que 

podem se hibridizar in silico na sequência 3’ UTR do gene APP. Na figura estão mostrados exemplos de 

sequências de pré-miRNA identificados (A) e exemplos de hibridizações entre os miRNAs maduros 

preditos a partir do precursor pré-miRNA e o 3’ UTR do gene APP (B). 

4.13 Identificação de possível região promotora do lncRNA AS-APP  

Uma análise in sílico utilizando a ferramenta de análise bioinformática FPROM 

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fprom&group=programs&subgroup=promoter) 

(Adams et al.) identificou sequências características (TATA box) de um promotor em uma região a 

aproximadamente 4 kb de distância da extremidade 5’ conhecida do lncRNA AS-APP e que se 

sobrepõem a uma CGI (Figura 31). No entanto, esta predição está localizada a um distância 
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relativamente grande do início do transcrito lncRNA AS-APP. Várias tentativas de se estender o 

transcrito em sua extremidade 5’ foram realizados. Como mostrado na Figura 26 o experimento de 

RACE 5’ primeiramente realizado sobre a predição informática inicial resultante da montagem de 

ESTs disponíveis no GenBank, estendeu o transcrito em 867 nucleotídeos. Outros experimentos 

de RACE 5’ baseando-se no transcrito estendido foram realizados sem sucesso. Tentamos também 

amplificar por RT-PCR a região localizada entre a predição da região promotora e o início do 

transcrito sem sucesso. 
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Figura 31: Mapeamento genômico do lncRNA AS-APP e da predição informática de seu possível 

promotor. A coordenada genômica do lncRNA AS-APP foi cruzada com o genoma humano utilizando a 

ferramenta BLAT disponível site do Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/index.html). A predição de 

promotor identificada pela ferramenta FPROM (marcado com círculo vermelho) na região upstream ao 

transcrito lncRNA AS-APP está localizada a aproximadamente 4 kb de distância do 5’ conhecido do 

mesmo. 

 

Utilizando os dados disponíveis no Genome Browser podemos notar que a região 

identificada pela ferramenta FPROM como um possível promotor contém elementos regulatórios 

e sítios de ligação de fatores de transcrição. Para avaliar a sua atividade promotora, células da 

linhagem HEK293 foram transfectadas com um vetor contendo esse promotor clonado a montante 

do gene repórter que codifica a enzima luciferase. Após a transfecção a atividade promotora da 

predição, representada pela atividade da enzima luciferase foi medida em luminômetro utilizando 

o sistema Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) (Figura 32). 
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Figura 32: Atividade do promotor do lncRNA AS-APP. A predição do promotor obtida in silico pela 

ferramenta FPROM (pGL3-promotor) e seu complementar reverso (pGL3-promotor invertido) foram 

clonados upstream do gene repórter que codifica a enzima luciferase (de Photinus pyralis) Estes vetores, 

bem como, os controles positivo (pGL3-SV40) e negativo (pGL3-vazio) foram transfectados em células 

da linhagem HEK293. Após 48 horas de cultura, o ensaio de atividade foi realizado utilizando os 

reagentes do kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega). As medidas de luz emitida pela 

reação da luciferina com ATP catalisada pela enzima luciferase foram feitas utilizando um luminômetro. 

No gráfico estão plotadas as médias das medidas obtidas a partir das três réplicas biológicas realizadas e 

normalizadas pelo controle de transfecção (vetor contendo o promotor SV40 upstream do gene da 

luciferase de Renilla reniformis - pRL-SV40). As barras de erro representam o desvio padrão em relação 

às médias plotadas. O teste estatístico Teste-t para diferença entre as médias foi realizado (p-value < 0,05).  

 

O experimento realizado mostrou que a predição do promotor localizado a 4 kb de 

distância da extremidade 5’ conhecida do transcrito lncRNA AS-APP possui atividade promotora 

e que esta é unidirecional. 

Uma vez que os lncRNAs AS-APP e AS-CELF2 foram identificados em nossas análises de 

expressão gênica em larga escala como candidatos a serem lncRNAs cuja transcrição é regulada 

por metilação do DNA, que ambos tiveram sua expressão induzida pelo tratamento com 5-AZA 

confirmada pelo método de quantificação absoluta por PCR em tempo real, e que ambos possuem 
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em sua extremidade 5’ uma CGI, foram realizados experimentos para confirmar o status de 

metilação do DNA dessas ilhas. 

Para investigarmos o padrão de metilação das CGIs mais proximamente localizadas a 5’ 

dos inícios conhecidos dos lncRNAs AS-APP e AS-CELF2 (Figura 34A e Figura 35A), 

utilizamos duas abordagens: digestão do DNA metilado com a endonuclease McrBC e 

sequenciamento do DNA convertido com bissulfito de sódio. A digestão do DNA metilado com a 

endonuclease McrBC é uma técnica relativamente simples e sensível de detecção de metilação do 

DNA em regiões regulatórias. Esta endonuclease é utilizada principalmente para a detecção da 

presença de metilação do DNA em regiões com baixa densidade de dinucleotídeos CpG (Irizarry 

et al., 2008), característica encontrada por nós para a maior parte dos lncRNAs. A quantidade de 

DNA remanescente após a digestão realizada pela endonuclease pode ser medida por PCR 

quantitativo. Já a técnica de sequenciamento do DNA tratado com bissulfito de sódio é uma 

abordagem mais detalhada a respeito do status de metilação de cada dinucleotídeo CpG que se 

quer investigar dentro da CGI. Com esse método, citosinas não metiladas do DNA são 

convertidas a uracilas, enquanto que 5-metilcitosinas, que sofrem essa modificação muito mais 

lentamente, permanecem de maneira geral, como citosinas. A digestão do DNA com a 

endonuclease McrBC e o tratamento com bissulfito de sódio foram realizados em amostras de 

gDNA extraídos de células da linhagem DU-145. Como controle da digestão do DNA metilado 

com McrBC utilizamos a CGI localizada na região promotora do gene ACTB (Figura 33). Este 

gene é de expressão constitutiva em células da linhagem DU-145, ou seja, não se apresenta 

metilado nesta linhagem. 
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Figura 33: Digestão com McrBC e sequenciamento bissulfito da ilha CpG localizada na região 

promotora do gene ACTB. Em (A) está mostrado o contexto genômico da CGI (retângulo verde, 

circulado em vermelho) do gene ACTB. Em (B) Digestão do DNA com McrBC. Amostras de 4 µg de 

gDNA extraído de células da linhagem DU-145 tratadas com 5 µM do agente desmetilante 5-AZA por três 

dias (DU145+AZA) e controle foram submetidas à digestão com a endonuclease McrBC. A seguir, a 

quantidade de DNA remanescente após a digestão com McrBC, correspondente à CGI do gene ACTB foi 

quantificada por PCR em tempo real. Os resultados mostrados no gráfico foram normalizados em relação 

às medidas obtidas com as mesmas amostras submetidas ao protocolo sem a adição de enzima. As barras 

de erro referem-se ao desvio-padrão das médias das três réplicas biológicas medidas. Em (C) 

Sequenciamento do DNA convertido com bissulfito de sódio (BSP). As amostras de gDNA de células de 

DU-145 foram convertidas por bissulfito de sódio. A seguir, a CGI do gene ACTB foi amplificada a partir 

dessas amostras de gDNA convertido, clonadas e sequenciadas. No painel está mostrado o 

sequenciamento de 19 clones para essa ilha. Cada circulo representa uma citosina CpG sequenciada, sendo 

que círculos pretos indicam presença de metilação e círculos brancos indicam ausência de metilação. 
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Como mostrado na Figura 33, painel C, o sequenciamento bissulfito confirmou que como 

esperado, a ilha CpG do gene ACTB não está metilada. Após digestão do DNA pela endonuclease 

McrBC, observamos uma diferença de cerca de 17% na abundância da região que compreende a 

CGI no promotor de ACTB, comparando células tratadas ou não com 5-AZA (Figura 33, painel 

B). Desse modo, foi definido para os nossos experimentos com digestão do DNA metilado pela 

endonuclease McrBC o valor de 17% de diferença de abundância de DNA remanescente entre 

DNA de células tratadas com 5-AZA e controle como produto de uma digestão inespecífica. 

Sendo assim, para que as CGIs dos lncRNAs AS-APP e AS-CELF2 fossem consideradas 

metiladas uma digestão maior que 17% deveria ser observada. Usando esse critério, pudemos 

confirmar a presença de metilação nas CGIs dos lncRNAs AS-APP e AS-CELF2 (Figura 34 e 

Figura 35, painéis B). A presença de metilação nas CGIs foi posteriormente confirmada por 

sequenciamento do DNA convertido com bissulfito de sódio (Figura 34 e Figura 35, painéis C). 

  



159 

 

 
 

Figura 34: Caracterização do status de metilação do DNA em CGI localizada na região promotora 

putativa do lncRNA AS-APP. Em (A) está mostrado o contexto genômico da CGI (retângulo preto, 

circulado em vermelho) mais proximamente localizada na extremidade 5’ do lncRNA AS-APP. Em (B) 

Digestão do DNA metilado pela endonuclease McrBC. Amostras de 4 µg de gDNA extraído de células 

da linhagem DU-145 tratadas com 5 µM do agente desmetilante 5-AZA por três dias (DU145+AZA) e 

controle foram submetidas à digestão com a endonuclease McrBC. A seguir, a quantidade de DNA 

remanescente após a digestão, correspondente à região genômica da CGI foi quantificada por PCR em 

tempo real. Os resultados mostrados nos gráficos foram normalizados em relação às medidas obtidas com 

as mesmas amostras submetidas ao protocolo sem a adição de enzima. As barras de erro referem-se ao 

desvio-padrão das médias das três réplicas biológicas medidas. Em (C) Sequenciamento do DNA 

convertido com bissulfito de sódio. Amostras de gDNA de células de DU-145 foram convertidas por 

bissulfito de sódio. A seguir, a CGI foi amplificada, clonada e seqüenciada. No painel estão mostrados 28 

clones sequenciados. Cada circulo representa uma citosina CpG sequenciada, sendo que círculos pretos 

indicam presença de metilação e círculos brancos indicam ausência de metilação.   
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Figura 35: Caracterização do status de metilação do DNA da CGI localizada na região promotora 

putativa do lncRNA AS-CELF2. Em (A) está mostrado o contexto genômico da CGI (retângulo preto, 

circulado em vermelho) mais proximamente localizada na extremidade 5’ do lncRNA AS-CELF2. Em (B) 

Digestão do DNA metilado pela endonuclease McrBC. Amostras de 4 µg de gDNA extraído de células 

da linhagem DU-145 tratadas com 5 µM do agente desmetilante 5-AZA por três dias (DU145+AZA) e 

controle foram submetidas à digestão com a endonuclease McrBC. A seguir, a quantidade de DNA 

remanescente após a digestão, correspondente à região genômica da CGI foi quantificada por PCR em 

tempo real. Os resultados mostrados nos gráficos foram normalizados em relação às medidas obtidas com 

as mesmas amostras submetidas ao protocolo sem a adição de enzima. As barras de erro referem-se ao 

desvio-padrão das médias das três réplicas biológicas medidas. Em (C) Sequenciamento do DNA 

convertido com bissulfito de sódio. Amostras de gDNA de células de DU-145 foram convertidas por 

bissulfito de sódio. A seguir, a CGI foi amplificada, clonada e seqüenciada. No painel estão mostrados 20 

clones sequenciados. Cada circulo representa uma citosina CpG sequenciada, sendo que círculos pretos 

indicam presença de metilação e círculos brancos indicam ausência de metilação.  
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A partir de ambas as abordagens para a análise do padrão de metilação do DNA pode-se 

constatar que as CGIs localizadas nas regiões a 5’ dos lncRNAs AS-APP e AS-CELF2 estão 

metiladas. Com a metodologia de digestão do DNA metilado pela endonuclease McrBC, pudemos 

também comparar o efeito do tratamento com 5-AZA sobre a desmetilação daquelas CGIs 

analisadas. Para a CGI localizada a 5’ do início conhecido do transcrito lncRNA AS-APP, foi 

medida uma porcentagem de digestão do DNA extraído de células da linhagem DU-145 pela 

endonuclease McrBC de 50% em relação ao DNA extraído de células da linhagem DU-145 

tratadas com 5-AZA. Para a CGI localizada a 5’do início conhecido do transcrito lncRNA AS-

CELF2, a porcentagem de digestão com McrBC medida foi de 70% do DNA metilado (células da 

linhagem DU-145) em relação ao DNA desmetilado (células da linhagem DU-145 tratadas com 5-

AZA). 

 Em conjunto, esses resultados indicam que os lncRNAs AS-APP e AS-CELF2, cujos 

níveis de expressão aumentaram em cerca de 50 e 70 vezes após tratamento com o agente 

desmetilante 5-AZA têm sua transcrição controlada por metilação do DNA. Esses resultados 

explicam os baixos níveis de expressão desses lncRNAs na linhagem DU-145 (aproximadamente 

20 e 45 moléculas dos transcritos AS-APP e AS-CELF2, respectivamente, por µg de RNA total 

utilizado para transcrição reversa (Figura 27)). 
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5 DISCUSSÃO 

5.1 Expressão de lncRNAs intrônicos e mRNAs nas linhagens tumorais DU-145, MCF-7 

e Mia PaCa 2. 

Neste trabalho foram analisados o perfil de expressão de lncRNAs intrônicos senso e 

antissenso em três linhagens de células tumorais humanas com diferentes origens histológicas. 

Utilizando a metodologia de hibridização de RNAs marcados com sondas de oligonucleotídeos 

imobilizadas em lâminas customizadas (oligoarrays) identificamos 5.625 lncRNAs antissenso e 

3.504 lncRNAs senso expressos em pelo menos uma das linhagens, sendo que uma uma fração 

significativa desses conjuntos de lncRNAs intrônicos também foi detectado, de forma 

independente, por outro método de análise do transcriptoma em outras sete linhagens celulares 

humanas (projeto ENCODE Caltech RNA-seq Libraries) e em nove  tecidos humanos diferentes 

(RNA-seq Burge) (Wang et al., 2008). 

Foi observado que lncRNAs intrônicos são detectados em uma faixa de intensidade menor 

do que mRNAs codificadores de proteínas. Esta observação corrobora outros trabalhos na 

literatura que descreveram uma menor abundância relativa de ncRNAs em comparação a 

transcritos codificadores de proteínas (Kampa et al., 2004; Ravasi et al., 2006; Nakaya et al., 

2007; Guttman et al., 2010; Cabili et al., 2011). 

Outra característica observada foi um padrão de expressão tecido-específico para a maior 

parte dos ncRNAs intrônicos representados na lâmina. O fato de lncRNAs intrônicos possuírem 

expressão preferencialmente restrita a tecidos específicos sugere que sua transcrição seja regulada 

de modo a exercer papéis importantes na especialização/diferenciação celular. 

A observação de que a intensidade de expressão dos ncRNAs é menor em comparação aos 

mRNAs, tem levado alguns autores a sugerirem que estas mensagens não codificadoras 
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representam apenas ruído transcricional produzido pelo reconhecimento espúrio de promotores 

pela RNA polimerase II em regiões da cromatina que se encontram acessíveis para permitir a 

expressão de genes codificadores de proteínas (Cawley et al., 2004; Kapranov et al., 2005; 

Struhl, 2007; van Bakel et al., 2010). Por outro lado, a baixa correlação observada entre a 

expressão do mRNA codificador de proteínas e do lncRNA expresso no mesmo locus, somada ao 

fato de que esses lnRNAs são expressos de maneira tecido específica podem ser interpretadas 

como uma indicação de que ao menos uma fração desses transcritos intrônicos sem potencial 

codificador de proteínas possam desempenhar funções biológicas importantes, possivelmente no 

controle fino de processos celulares complexos (Mattick e Makunin, 2006), tais como o controle 

epigenético da expressão gênica (Rinn e Chang, 2012) e o desenvolvimento (Amaral e Mattick, 

2008). 

5.2 Correlação de expressão entre lncRNAs intrônicos e mRNAs codificadores de 

proteínas 

Embora não haja na literatura evidências funcionais sobre os lncRNAs como um grupo, 

para diversos transcritos individuais têm sido estabelecidos papéis regulatórios na transcrição 

gênica, sendo que, esse papel pode ser exercido tanto em cis, quanto em trans. Muitos dos 

lncRNAs bem estudados, tais como aqueles envolvidos na compensação de dose e imprinting 

(Air, Xist e Kcnq1ot1), regulam a expressão gênica em cis (Peters e Robson, 2008; Lee, 2009), 

enquanto que outros, como HOTAIR e linc-p21 podem regular a expressão de genes 

distantemente localizados, em trans (Rinn et al., 2007; Gupta et al., 2010; Huarte et al., 2010). 

Entre todas as unidades transcricionais encontradas nos diversos organismos eucariotos, cerca de 

5% a 70% delas possuem pelo menos um transcrito antissenso endogenamente expresso 

complementar agindo em cis (cis-NATs), sendo que a proporção exata é fortemente dependente 
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da cobertura do transcriptoma considerado (Lapidot e Pilpel, 2006). Por exemplo, utilizando 

abordagens em larga escala, foi identificado que cerca de 70% dos transcritos expressos em 

camundongos possuem parceiros antissenso (Katayama et al., 2005), e que a perturbação do 

RNA antissenso pode alterar a expressão do gene senso (Rosok e Sioud, 2004). Em humanos, 

cerca de 20% dos transcritos codificadores formam pares senso-antissenso (Chen et al., 2004), e 

quando analisado o dataset de CAGE tags humanas, foi identificado que para cada locus gênico 

codificador de proteínas está associado, em média, 6 cis-NATs (Conley et al., 2008). cis-NATs 

têm suas funções dependentes da formação do pareamento com o mRNA complementar (Lapidot 

e Pilpel, 2006). Esse mecanismo de ação, implica que os pares cis-NATs/mRNA devam ser 

coexpressos ou inversamente expressos (Chen et al., 2005). Recentemente, nosso grupo de 

pesquisa identificou e caracterizou dois lncRNAs intrônicos antissenso que possuem a função de 

regular a expressão dos genes codificadores de proteínas de seus respectivos loci. Um destes é 

antissenso ao locus do gene RASSF1A. Este lncRNA, ANRASSF1, é responsável por guiar o 

complexo repressivo da transcrição polycomb (PRC2) para a cromatina da região promotora do 

gene codificador de proteínas transcrito no mesmo locus, modulando a sua expressão e a 

proliferação celular (Beckedorff, et al., 2012)
7
. O outro, é antissenso ao gene BCL-X. Este 

transcrito não codificador intrônico, atua sobre o processamento do mRNA do gene BCL-X, altera 

a abundância relativa das isoformas longa e curta desse gene, favorecendo a isoforma curta, e  

                                                 
7
 Beckedorff, F. C.; Crocci-Souza, R.; Amaral, M. S.; Nakaya, H. I.; Soltys, D. T.; Ayupe, A. C.; Menck, C. F. M.; 

Reis, E. M.; Verjovski-Almeida, S. (2012). “Intronic unspliced long noncoding RNA ANRASSF1 recruits PRC2 and 

modulates RASSF1A expression and cell proliferation.” Submetido 
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contribuindo para a apoptose de células tumorais in vitro e a regressão de tumores in vivo 

(DeOcesano-Pereira, et al., 2012)
8
.  

Os lncRNAs intrônicos senso coexpressos com os mRNAs codificadores de proteínas do 

mesmo locus, cuja abundância de expressão reflete o nível de expressão do mRNA codificador, 

podem representar pré-mRNAs ou ainda, intron lariats resultantes do splicing dos pré-mRNAs. 

Outra hipótese para explicar a coexpressão desses lncRNAs senso com genes codificadores de 

proteínas expressos a partir do mesmo locus é que estes possam representar UTRs alternativos 

raramente expressos de transcritos codificadores de proteínas ainda não documentados. De fato, 

um dos candidatos selecionados para caracterização mostrou-se ser uma extensão da 3’ UTR do 

mRNA codificador do gene HIC1. 

Também já foi documentada a existência de lncRNAs intrônicos senso funcionais, que 

exercem seu papel sobre o transcrito expresso a partir do mesmo locus. Um exemplo é o lncRNA 

COOLDAIR (Cold Assisted Intronic Noncoding RNA), que em Arabidopsis thaliana, promove a 

repressão gênica do mRNA codificador de proteínas FLC, transcrito a partir do mesmo locus, 

através do direcionamento do complexo PRC2 para a cromatina de sua região promotora (Heo e 

Sung, 2011). 

Cerca de 31% dos pares lncRNA senso/mRNA (468 do total de 1.519) e 25% dos lncRNA 

antissenso/mRNA (603 do total de 2.461) possuem correlação de expressão positiva ou negativa 

nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2. Entre os mRNAs codificadores de proteínas 

positivamente coexpressos ou inversamente expressos com os lncRNAs intrônicos senso e 

antissenso de nossas análises, estão significativamente enriquecidos genes associados a regulação 

                                                 
8
  DeOcesano-Pereira, C.; Parreira, K. S.; Amaral, M. S.; Ayupe, A. C.; Reis, E. M.; Verjovski-Almeida, S. (2012). 

“Intronic long noncoding RNA APOLLON modulates BCL-X alternative splicing, induces apoptosis in cell lines and 

promotes tumour regression in vivo.” Em preparo.  
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de processos celulares (GO: 0050794), sub-localizados no núcleo das células (GO: 0005634), 

com atividades que envolvem a interação com proteínas (GO: 0005515), e  envolvidos em 

processos desenvolvimentais (GO: 0032502), diferenciação celular (GO: 0042692) e  

morfogênese de estruturas anatômicas (GO: 0009653). Estes resultados corroboram a ideia de 

que lncRNAs possam regular finamente a expressão de genes que codificam para proteínas com 

funções regulatórias que se localizam no núcleo das células, possivelmente envolvidos no 

controle da transcrição de genes envolvidos na diferenciação celular e no desenvolvimento 

(Amaral e Mattick, 2008).  

Um método bioinformático denominado “guilt by association” tem sido utilizado para 

identificar possíveis associações funcionais entre a expressão de lncRNAs e genes codificadores 

de proteínas (Guttman et al., 2009). Este método permite identificar genes codificadores de 

proteínas e vias significativamente correlacionadas com um dado lncRNA a partir da análise de 

expressão gênica. Com base nas funções conhecidas dos genes codificadores de proteínas 

coexpressos, hipóteses são geradas para atribuir funções e potenciais regulatórios aos lncRNAs. 

Além disso, esta análise revela famílias de lncRNAs com base nas vias com as quais eles se 

associam ou não. Esta ferramenta tem predito diversos papéis para os lncRNAs, como 

envolvimento com diferenciação celular, pluripotência, adipogênese e câncer (Guttman et al., 

2009; Loewer et al., 2010; Hung et al., 2011). No trabalho de Huarte e colaboradores, foi 

observado que vários lncRNAs identificados como altamente correlacionados com a via do gene 

p53 pela análise de “guilt by association” tem sua expressão modulada de uma maneira p53-

dependente (Huarte et al., 2010). Este mesmo trabalho demonstrou que um dos lncRNAs preditos 

a estarem associados a via de p53, chamado lincRNA-p21, é diretamente regulado por p53. Ele se 

associa à hnRNP-K, uma proteína nuclear que age como um repressor transcricional global e 

facilita a apoptose mediada por p53 (Huarte et al., 2010). 
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A análise de “guilt by association” para os lncRNAs intrônicos expressos nas linhagens 

estudadas revelou 67 lncRNAs antissenso e 15 lncRNAs senso cuja expressão está associada com 

processos biológicos que incluem a replicação do DNA e o ciclo celular. Este resultado é 

interessante uma vez que já foram identificados pela análise de “guilt by association”outros 

lncRNAs associados com estas mesmas funções biológicas (Hung et al., 2011), sendo que alguns 

deles já foram caracterizados funcionalmente. Um exemplo é o lncRNA CDKN2B-AS1 (também 

conhecido como p15AS ou ANRIL) que é transcrito a partir do locus do gene CDKN2B, um 

inibidor de quinase dependente de ciclina. Este lncRNA, age silenciando transcricionalmente o 

locus INK4b-ARF-INK4a (que inclui os genes CDKN2B e CDNK2A, ambos envolvidos na 

regulação do ciclo celular), através do direcionamento  das subunidades EZH2 e CBX7 dos 

complexos repressores PRC2 e PRC1, respectivamente, induzindo a formação de 

heterocromatina no locus (Yu et al., 2008; Yap et al., 2010). Outro exemplo é o lncRNA TERRA. 

Este lncRNA controla o acesso da telomerase aos telômeros durante a fase S do ciclo celular 

(Flynn et al., 2011).  Desse modo, as funções hipotetizadas para os lncRNAs intrônicos expressos 

nas linhagens celulares DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 pelas análises informáticas de correlação 

de expressão em cis e "guilt by association" corroboram as funções experimentalmente 

determinadas para outros lncRNAs já bem caracterizados na literatura. Ensaios experimentais de 

superexpressão e depleção desses lncRNAs intrônicos em modelos celulares devem ser realizados 

a fim de se validar essas possibilidades funcionais. 
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5.3 Identificação de elementos regulatórios localizados à 5’ de lncRNAs intrônicos 

 Já foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa que uma grande parte dos lncRNAs 

intrônicos são sintetizados pela RNAP II (Nakaya et al., 2007) e (Ayupe, 2012)
9
. Na maioria dos 

eucariotos, os transcritos sintetizados por essa polimerase são modificados co-

transcricionalmente em sua extremidade 5’ pela adição da estrutura 7-metil guanosina (cap 5’) 

(Cougot et al., 2004). Assim, a presença dessa modificação é um forte indício de um evento de 

transcrição específico promovido pela RNAP II (Kapranov, 2009). A transcrição de lncRNAs 

catalisada pela RNAP II e a presença de cap na extremidade 5’ de desses transcritos, têm sido 

reportada em uma série de publicações (Carninci et al., 2005; Wyers et al., 2005; Seidl et al., 

2006; 2009; Guttman et al., 2009; Redrup et al., 2009; Flynn et al., 2011; Moran et al., 2012).  

Não foi ainda estudada sistematicamente a presença da modificação 5' cap em lncRNAs 

intrônicos. 

O mapeamento de sequências curtas derivadas de cDNAs que possuem cap 5’ (CAGE 

tags) no genoma tem predito um grande número de promotores (Carninci et al., 2005). Sabe-se 

também, que a RNAP II se acumula em regiões próximas à promotores de genes ativos e inativos 

(Brodsky et al., 2005; Kim et al., 2005; Guenther et al., 2007; Muse et al., 2007; Rahl et al., 

2010; Jishage et al., 2012). Além disso, a presença de marcas ativadoras da cromatina estão 

geralmente associadas com regiões transcricionalmente ativas e transcritas pela RNAP II. Tem 

sido demonstrado que essas marcas são poderosas ferramentas para detectar a existência de novos 

lncRNAs, como no caso de lincRNAs identificados a partir de regiões de cromatina 

                                                 
9
 Ayupe, A. C. “Biogênese, estabilidade e localização sub-celular de RNAs não-codificadores longos 

expressos em regiões intrônicas do genoma humano.” (2012). Tese (Doutorado em Bioquímica) – Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012.  
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transcricionalmente ativa denominados  “domínios K4-K36” (Guttman et al., 2009)
10

. A presença 

de ilhas CpG (CGIs) é outro marco regulatório de regiões promotoras. Foi estimado que cerca de 

60% a 70% dos promotores humanos estão associados com CGIs (Antequera e Bird, 1993; 

Saxonov et al., 2006), sendo que a maioria deles não possuem elementos TATA-box (Sandelin et 

al., 2007). Estes promotores são mais frequentemente associados com genes constitutivamente 

expressos nas células (housekeeping genes) (Schug et al., 2005), embora existam muitas 

exceções, incluindo genes especificamente expressos no cérebro (Gustincich et al., 2006). 

Em nossas análises, observamos o enriquecimento significativo (teste KS; p-value < 0,05) 

para a presença de CAGE tags, RNAP II, CGIs e para a marca de histona H3K4me3 junto a 

extremidade 5' conhecida dos lncRNAs intrônicos expressos nas linhagens quando comparados à 

sequências genômicas randomicamente selecionadas. 

A presença de CAGE tags foi associada a 20% e 8% das regiões próximas aos TSSs 

preditos a partir dos contigs de lncRNAs senso e antissenso, respectivamente, ou seja, foi a 

observada a presença de CAGE tags em até no máximo 1 kb da extremidade conhecida do 

lncRNA. Os dados de CAGE tags disponíveis não compreendiam bibliotecas geradas a partir das 

linhagens analisadas. Considerando o padrão de expressão tecido-específico de lncRNAs 

intrônicos, a baixa cobertura ou a ausência da expressão dos lncRNAs interrogados na lâmina de 

oligonucleotídeos nas bibliotecas de CAGE tags podem explicar a baixa sobreposição observada 

acima. 

Nós observamos a presença de ligação de RNAP II e da marca de transcrição ativa 

(H3K4me3) próximo ao TSS predito de cerca de 30% a 40% dos contigs de lncRNAs intrônicos 

(senso e antissenso) expressos nas linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2, sugerindo que uma 

                                                 
10

 Neste artigo, Guttman e colaboradores, identificaram aproximadamente 1.600 large intervening non-coding RNAs 

(lincRNAs) em quatro tipos celulares de camundongos associados às marcas de histona H3K4me3 e H3K36me3 

utilizando uma abordagem informática.   
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porção dos lncRNAs seja transcrito pela RNAP II. Essas proporções de lnRNAs intrônicos 

informaticamente associados à transcrição realizada pela RNAP II corroboram as proporções 

observadas experimentalmente para um conjunto de lncRNAs intrônicos expressos em HeLa
11

. 

Apenas uma pequena fração, menos de 10% dos contigs de lnRNAs intrônicos senso e antissenso 

expressos nas linhagens possuem CGIs associadas à regiões próximas aos seus TSSs preditos. 

Por outro lado, observou-se a presença de CGIs em cerca de 50% dos mRNAs expressos. Este 

resultado está de acordo com o que se observa na literatura sobre a presença de CGIs em 

promotores de genes codificadores de proteínas (Antequera e Bird, 1993), e sugere que a 

regulação da expressão de lncRNAs intrônicos seja menos dependente da presença de CGIs nas 

regiões promotoras. Além disso, é sabido que muitos promotores que contém CGIs estão 

associados a genes com padrões de expressão não tecido-específico (Schug et al., 2005), 

característica observada para a maioria dos mRNAs expressos em nossas análises e não para os 

lncRNAs intrônicos. 

 Estes dados, em conjunto com o fato de que a maioria do lncRNAs intrônicos não tem 

expressão correlacionada com os mRNAs codificadores de proteínas expressos a partir do mesmo 

locus, reforçam a ideia de que lncRNAs intrônicos são originados à partir de unidades 

transcricionais independentes, apresentando regiões regulatória próprias. 

5.4 Conservação evolutiva de lncRNAs intrônicos 

 Em nossa análise, do total de lncRNAs intrônicos expressos em pelo menos uma das 

linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2, encontramos evidências de conservação evolutiva ao 

                                                 
11 Ayupe, A. C. “Biogênese, estabilidade e localização sub-celular de RNAs não-codificadores longos 

expressos em regiões intrônicas do genoma humano.” (2012). Tese (Doutorado em Bioquímica) – Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012.  
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nível do DNA entre vertebrados para 4.417 (78% do total de expressos) e 1.778 (51% do total de 

expressos) lncRNAs antissenso e senso, respectivamente. Em uma análise semelhante, Chodroff 

e colaboradores encontraram que 59% de um conjunto de 2.055 lncRNAs intergênicos de 

camundongos se sobrepunham a elementos conservados entre vertebrados (Chodroff et al., 

2010). Foi atribuída a evidência de conservação de expressão para 3.562 (63% do total de 

expressos) lncRNAs antissenso e 888 lncRNAs senso (25% do total de expressos), uma vez que 

estes são sintenicamente pareados com pelo menos um transcrito ortólogo desde peixes até 

primatas. Além disso, para 52% (2.911 do total de expressos) e 13% (422 do total de expressos) 

dos lncRNAs intrônicos antissenso e senso, respectivamente, pudemos encontrar evidências de 

conservação de sequência e de conservação de expressão. Para ambas as análises foram testadas 

as probabilidades de se encontrar conservação ao acaso. Em ambas, foram encontrados um 

número estatisticamente significante maior de lncRNAs associados à conservação que o esperado 

ao acaso. Um grupo menor de lncRNAs intrônicos, 623 (11% do total de expressos) antissenso e 

342 (10% do total de expressos) senso, parecem possuir estrutura secundária estável 

evolutivamente conservada. Ao sobrepormos as três análises, encontramos os grupos de 361 (6% 

do total de expressos) e 59 (2% do total de expressos) lncRNAs intrônicos antissenso e senso, 

respectivamente, que possuem suas sequências conservadas e expressas entre vertebrados, além 

de possuírem estrutura secundária conservada evolutivamente. 

 Apesar de termos encontrado evidências de conservação, tanto estrutural, como de 

expressão, o que sugere uma possível funcionalidade para uma parte significativa dos lncRNAs 

intrônicos, vale ressaltar que a ausência ou baixa conservação não significa necessariamente que 

ncRNAs não possam ser funcionais. De fato, alguns lncRNAs bem caracterizados funcionalmente 

em mamíferos possuem pouca conservação de suas sequências em outras espécies, tais como o 
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Xist
12

 e HOTAIR
13

. Sequências codificadoras de proteínas devem ser altamente conservadas uma 

vez que elas necessitam manter uma ORF que produza um produto proteico termodinamicamente 

estável. Similarmente, a alta conservação observada para os miRNAs e snoRNAs conhecidos 

(Cavaille et al., 2000; Huttenhofer et al., 2001; Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee 

e Ambros, 2001; Lagos-Quintana et al., 2003) pode ser explicada pelo fato de que estas 

moléculas necessitam parear por complementaridade com outras  sequências de ácidos nucleicos 

para exercerem suas funções. Principalmente os miRNAs, que são moléculas curtas (tipicamente 

entre 21 a 25 nt), apenas uma pequena mudança em suas sequências pode alterar 

fundamentalmente sua função. Além disso, muitos dos miRNAs parecem possuir múltiplos alvos 

na célula (Lewis et al., 2005; Mattick e Makunin, 2005), o que poderia limitar severamente suas 

possibilidades de co-variação de sequência e deriva genética. Assim, o grau de pressão seletiva 

sob a qual uma determina sequência está submetida é uma função do número e dos tipos de 

interações que devem ser mantidas para a manutenção da sua funcionalidade, mais do que a 

sequência nucleotídica precisa em si. Aquelas que possuem apenas um ou poucos parceiros 

podem estar submetidas a uma deriva genética mais rápida e também podem explorar novas 

interações em redes regulatórias. Assim, é provável que muitos dos lncRNAs ainda não 

caracterizados funcionalmente possam ter poucos alvos e exibirem pouca conservação. LncRNAs 

funcionais pobremente conservados poderiam evoluir rapidamente, uma vez que eles interagiriam 

com um número limitado de sequências alvo, um cenário que permitiria o aumento da co-

variação ao longo do tempo evolutivo. Entre esses, poderiam estar incluídos os transcritos cis-

                                                 
12

 Xist está presente em todos os mamíferos placentários (Eutheria) examinados até o momento, mas está ausente em 

marsupiais (Marsupialia) e monotremados (Monotremata) (Duret et al., 2006; Davidow et al., 2007; Hore et al., 

2007; Shevchenko et al., 2007) 

13
 HOTAIR existe em mamíferos, no entanto sua sequência é pouco conservada (Rinn et al., 2007; He et al., 2011). 

Um trecho de 239 nt no éxon 6 do HOTAIR é especialmente conservada em mamíferos (He et al., 2011). 
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NATs, para os quais tem sido sugerido que sua função seja dependente do pareamento de bases do 

cis-NAT com o transcrito da fita oposta. Outra possibilidade é que somente curtos domínios dos 

lncRNAs interajam ativamente (e estão sobre pressão evolutiva) com seus alvos. Esta 

possibilidade é suportada pela observação de que muitos lncRNAs possuem curtos trechos de 

sequências que são altamente conservadas (Pang et al., 2006). Embora alguns possam dar origem 

a produtos funcionais menores (por exemplo, miRNAs e snoRNAs), outros tais como o Xist são 

funcionais como moléculas maiores, e, em ambos os casos, não está claro qual a proporção do 

transcrito global está sob seleção e como os diferentes tipos de imposições funcionais afetam essa 

força de seleção. Além disso tudo, lncRNAs regulatórios podem não somente estar sob pressão 

de seleção negativa para exercerem funções em espécies relacionadas, mas também podem estar 

sujeitos à seleção positiva associada com a radiação fenotípica (Mattick e Gagen, 2001). 

5.5 Regulação da expressão de lncRNAs intrônicos por metilação do DNA 

Um caminho para melhor compreendermos a relevância biológica dos lncRNAs 

intrônicos é o estudo dos mecanismos envolvidos em sua biossíntese e modulação em resposta a 

sinais intracelulares e ambientais. Neste trabalho, investigamos o papel da metilação do DNA, 

um mecanismo de regulação epigenética associada com o silenciamento da expressão gênica, no 

controle da expressão de lncRNAs intrônicos reprimidos em linhagens celulares tumorais 

humanas.  

A droga 5-Aza-2’-deoxicitidina (5-AZA) é amplamente usada como um inibidor de 

metilação do DNA para induzir expressão gênica e diferenciação celular (Christman, 2002). Para 

exercer seus efeitos biológicos, a droga, que é um análogo de citosinas, deve ser incorporada ao 

DNA. O DNA contendo 5-AZA forma adutos covalentes com as DNA metiltransferases, 

depletando as células da atividade dessa enzima e causando uma desmetilação do DNA genômico 
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como consequência (Christman et al., 1985). O tratamento com 5-AZA também causa várias 

outras mudanças nas células, incluindo ativação de genes silenciados (Jones et al., 1982), 

descondensação da cromatina (Haaf e Schmid, 1989) e alteração no tempo de replicação do DNA 

(Jablonka et al., 1985). 

O tratamento das células das linhagens DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2 com o agente 

desmetilante do DNA 5-AZA alterou a expressão de uma pequena fração de genes codificadores 

de proteínas e lncRNAs intrônicos. Foram encontrados 392 (6% do total de expressos), 651 (10% 

do total de expressos) e 1.612 (26% do total) genes codificadores de proteínas regulados pela 

desmetilação do DNA provocada pelo tratamento com 5-AZA em DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 

2, respectivamente. Estas proporções de genes afetados pelo tratamento com a droga são 

dependentes da sensibilidade das células, da concentração de 5-AZA utilizada e do tempo de 

tratamento. Nossos resultados estão de acordo com o que está descrito na literatura em 

experimentos em larga escala de reexpressão de mRNAs induzida pelo tratamento com 5-AZA 

(Sato et al., 2003; Lodygin et al., 2005; Kim et al., 2012). Entre os genes codificadores de 

proteínas reexpressos após o tratamento, apenas alguns já foram mostrados terem sua expressão 

regulada por metilação do DNA em amostras de tecidos tumorais humanos. Além disso, uma 

análise de enriquecimento em categorias funcionais mostrou que esses genes estão 

principalmente envolvidos com câncer. Assim, nosso estudo aponta para o fato de que há muitos 

genes cuja expressão é controlada por metilação do DNA em linhagens celulares derivadas de 

tumores humanos. O conjunto de genes reexpressos após tratamento com 5-AZA contem 

candidatos interessantes para serem testados como supressores de tumor silenciados em 

neoplasias em futuros estudos. 

 Entre os lncRNAs intrônicos a proporção de afetados foi menor do que a observada para 

mRNAs; apenas cerca de 2% a 11% dos lncRNAs expressos mostraram-se regulados nas 
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linhagens pelo tratamento com 5-AZA. Para cerca de 19% dos lncRNAs intrônicos antissenso e 

17% dos lncRNAs intrônicos senso afetados pelo tratamento foi detectada pelo menos uma CGI 

localizada em até 5 kb de distância dos TSSs preditos. Embora as mudanças no padrão de 

metilação do DNA, que altera a expressão de genes codificadores de proteínas estejam 

classicamente ligadas a promotores ricos em CpGs
14

 (Futscher et al., 2002; Song et al., 2005), 

estudos recentes têm mostrado que promotores com baixo conteúdo de CpGs também podem 

estar metilados e podem silenciar a expressão de genes de maneira tecido específica (Weber et 

al., 2007). Além disso, muitas alterações no padrão de metilação do DNA importantes em câncer 

de cólon e na diferenciação celular não ocorrem em promotores, nem em CGIs, mas em trechos 

com baixa densidade de dinucleotídeos CpG (CpG island shores) localizados a até 2 kb de 

distância do promotor (Doi et al., 2009; Irizarry et al., 2009). Em 2007, Weber e colaboradores, 

observaram que a metilação do DNA que ocorre na linhagem somática, mas não ocorre na 

linhagem germinativa, está mais frequentemente associada a regiões promotoras com 

baixos/intermediários conteúdos de CpGs
15

, indicando que promotores com CGIs fracas são 

alvos preferenciais para a metilação de novo que ocorre durante o desenvolvimento e que o 

conteúdo de CpGs dos promotores é determinante para a dinâmica dessa metilação (Weber et al., 

2007). Estes promotores com baixo conteúdo de CpG seriam menos protegidos dos mecanismos 

da metilação de novo que ocorre nas células nos estágios do desenvolvimento e durante a 

tumorigênese. Desse modo, apesar de não termos encontrado CGIs localizadas em até 5 kb da 

extremidade 5’ conhecida da maioria dos lncRNAs intrônicos regulados pela desmetilação do 

                                                 
14

 Promotores que contém uma CGI classicamente definida por Gardiner-Garden (Gardiner-Garden e Frommer, 

1987), ou seja, regiões genômicas do DNA de pelo menos 200 pb com mais de 50% de GC e uma razão maior que 

0,6 do número de dinucleotídeos CpGs observados em relação ao número esperado com base na frequência de Cs e 

Gs dentro do segmento. 

15
 Promotores que não contém uma região de pelo menos 500 pb com uma razão do número de dinucleotídeos CpGs 

observados em relação ao número esperado com base na frequência de Cs e Gs dentro do segmento acima de 0,48. 
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DNA, não se descarta a possibilidade de que vários deles possam ser regulados por metilação do 

DNA, ainda mais considerando que para muitos deles a extremidade 5’ conhecida não representa 

um verdadeiro TSS. 

 O paradigma de que a metilação do DNA controla aspectos da diferenciação celular 

necessita que ela atue sobre genes cujo padrão de expressão varie em diferentes tipos celulares. A 

observação de que após o tratamento com o agente desmetilante, conjuntos distintos de lncRNAs 

intrônicos apresentam alteração na expressão em cada uma das linhagens tumorais está de acordo 

com o que se observa na literatura para genes codificadores de proteínas expressos em  tecidos 

tumorais (Costello et al., 2000; Eckhardt et al., 2006) e linhagens celulares (Lister et al., 2009; 

Straussman et al., 2009). 

 Entre os 555 lncRNAs intrônicos antissenso e 404 lncRNAs intrônicos senso 

potencialmente regulados pela desmetilação do DNA provocada pelo tratamento com 5-AZA, 

foram escolhidos três para validação por PCR em tempo real. Para a validação, privilegiamos 

lncRNAs que tiveram sua expressão aumentada em pelo menos 50% em pelo menos duas das três 

linhagens estudadas. Para evitar a escolha de algum lncRNA intrônico que pudesse ser pré-

mRNA ou produto de splicing, optamos por transcritos de orientação antissenso à transcrição do 

mRNA do gene hospedeiro. 

 O lncRNA intrônico AS-SMG6, localizado totalmente dentro do último íntron do gene 

SMG6 teve sua expressão antissenso regulada pelo tratamento com 5-AZA validada por 

transcrição reversa fita específica seguida de PCR. No entanto, um estudo posterior para se 

determinar o tamanho real do transcrito, realizado com a metodologia de RACE 5’ e 3’ 

identificou que este transcrito faz parte da unidade transcricional do gene HIC1, um gene 

supressor de tumor hipermetilado em câncer (Wales et al., 1995). 
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 A reexpressão fita específica dos lncRNAs intrônicos AS-CELF2 e AS-APP após o 

desmetilação do DNA foi confirmada por PCR em tempo real. O tratamento de células da 

linhagem DU-145 com o agente desmetilante 5-AZA aumentou a expressão desses transcritos em 

70 e 50 vezes, respectivamente. Além disso, a metilação do DNA de uma CGI localizada em até 

5 kb das extremidades 5’ conhecidas desses transcritos foi confirmada por digestão do DNA 

metilado com McrBC e sequenciamento do DNA tratado com bissulfito de sódio. 

 Foi identificada informaticamente uma possível região promotora localizada a 

aproximadamente 5 kb de distância do início de transcrição predito pela montagem de contigs do 

transcrito lncRNA AS-APP realizada por Nakaya e colaboradores (Nakaya et al., 2007) que 

coincide com a localização da CGI metilada. A atividade promotora dessa predição foi 

confirmada por ensaio de gene repórter. Várias tentativas de se estender a extremidade 5’ do 

lncRNA AS-APP a fim de colocalizar seu início de transcrição com o promotor identificado 

foram realizadas. Com a metodologia de RACE 5’ conseguimos estender o transcrito em 867 nt. 

Novas tentativas de RACE 5’, baseando-se no transcrito estendido foram realizadas sem sucesso. 

Tentamos amplificar por RT-PCR a região localizada entre a predição da região promotora e o 

início do transcrito, no entanto, também não obtivemos sucesso. Uma abordagem definitiva para 

a determinação do tamanho real do transcrito poderia ser realizada utilizando a técnica de 

Northern Blot, no entanto, até o momento esta abordagem ainda não foi utilizada. Assim, ainda 

fica em aberto se a região promotora identificada com atividade promotora é responsável por 

promover a transcrição do lncRNA AS-APP. 

 A desmetilação do DNA causada pelo tratamento com a droga 5-AZA ativou a expressão 

do lncRNA AS-APP na linhagem tumoral de próstata DU-145. Esta ativação foi também 

observada na linhagem embrionária de rim HEK293, mas não na linhagem tumoral de próstata, 

responsiva a andrógeno (LNCaP). Interessantemente, ao se medir os níveis de mRNA do gene 
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codificador de proteínas APP nas linhagens DU-145 e HEK293, após tratamento com 5-AZA, 

observamos um padrão de expressão inverso ao obtido para o lncRNA antissenso. Na linhagem 

LNCaP, o mRNA do  gene APP, que está expresso em níveis relativamente mais baixos que o 

observado nas outras linhagens, não variou significativamente com tratamento realizado. Estes 

resultados apontam para uma possível regulação em cis do gene APP pelo lncRNA antissenso 

expresso a partir de seu locus, nas linhagens DU-145 e HEK293. Outros experimentos para 

confirmar ou não essa hipótese e talvez desvendar o mecanismo de ação devem ser realizados. 

Primeiramente, Western Blot para a quantificação da proteína APP em ambas as linhagens antes e 

após o tratamento com o agente desmetilante deve ser realizado a fim de se confirmar no nível 

proteico a diminuição da expressão do gene após o tratamento com a droga. Além disso, para 

confirmar a hipótese de ação em cis do lncRNA AS-APP, esse resultado precisa ainda ser 

reproduzido em um modelo mais controlado, no qual o efeito secundário da desmetilação global 

que ocorre nestas células quando tratadas com a droga 5-AZA possa ser eliminado, o que 

possibilitaria a observação direta do efeito do lncRNA sobre a expressão do RNA mensageiro e 

da proteína APP. Uma abordagem adequada seria medir os níveis do RNA mensageiro e da 

proteína do gene APP em células DU-145 e HEK293 superexpressando o lncRNA AS-APP. 

 O gene APP (amyloid precursor protein) codifica uma proteína que tem papel importante 

na doença de Alzheimer (Seubert et al., 1993). A proteína APP tem localização transmembrana, e 

possui um grande segmento extracelular que é constitutivamente clivado por uma série de 

proteases, coletivamente chamadas de α-secretases (Lammich et al., 1999). Um processamento 

alternativo amiloidogênico realizado por uma β-secretase nos neurônios leva a produção do αβ-

peptídeo, que constitui o principal componente das placas amilóides no córtex cerebral de 

pacientes com a doença de Alzheimer (Annaert e De Strooper, 2002). A expressão dessa proteína 

em altos níveis também já foi correlacionada com o baixo prognóstico de câncer de próstata 
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(Takayama et al., 2009) e com melanomas em estado avançado (Botelho et al., 2010). Além 

disso, foi demonstrado que a expressão do gene é induzida por andrógeno em células LNCaP, e 

que a superexpressão desse gene nestas células, promove a proliferação celular. Em 

contrapartida, o knockdown desse gene por RNAi diminui esse fenótipo in vitro e in vivo 

(Takayama et al., 2009). De forma semelhante, em células de melanoma metastáticas, o bloqueio 

da expressão do gene APP por RNAi reduz a proliferação celular, e leva essas células a se 

diferenciarem irreversivelmente, tornando-se mais suscetíveis a diversos agentes quimioterápicos 

(Botelho et al., 2010). 

Já foi demonstrado que o gene APP sofre regulação de sua expressão por metilação do 

DNA. A alta expressão desse gene em cérebro de pacientes com doença de Alzheimer está 

associada com a ausência de metilação do DNA no promotor desse gene. Em pacientes 

saudáveis, esta mesma região está metilada (West et al., 1995). 

 A presença de metilação do DNA em regiões intragênicas em muitos casos está associada 

com ativação gênica (Hellman e Chess, 2007; Cokus et al., 2008; Lister et al., 2009; Feng et al., 

2010). Embora os mecanismos dessa regulação ainda não estejam bem claros, alguns autores têm 

proposto modelos para essa ação. Uma possibilidade é a de que regiões metiladas intragênicas 

possam demarcar promotores de transcritos antissenso (Straussman et al., 2009). De fato, há 

exemplos de lncRNAs antissenso que agem em cis e/ou em trans, direcionando a formação de 

heterocromatina e metilação do DNA, como é o caso do lncRNA CDKN2B-AS1(Yu et al., 2008), 

já discutido anteriormente e dos lncRNAs regulados por imprinting genômico, como o Xist 

(Heard, 2004), Kcnq1ot1 (Redrup et al., 2009) e Air (Seidl et al., 2006). Todos esses lncRNAs 

são transcritos pela RNAP II a partir de um promotor sensível a metilação do DNA. Com base 

nesses dados da literatura podemos levantar a hipótese de que o lncRNA AS-APP atue em cis, 

recrutando complexos proteicos envolvidos no silenciamento epigenético do promotor do gene 
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APP. Para explorar essa hipótese, o status de metilação do DNA e a presença de marcas 

repressivas na região promotora do gene APP, antes e durante a superexpressão do lncRNA AS-

APP deverão ser investigados. 

 Outra possibilidade para a ação do lncRNA AS-APP seria por um mecanismo pós-

transcricional, via miRNA. Em uma análise preliminar utilizando o programa miRNAFinder  

identificamos algumas regiões dentro da sequência do lncRNA AS-APP que podem ser 

precursoras de pré-miRNAs. Algumas das predições de pré-miRNAs dão origem a miRNAs 

maduros que tem alta complementaridade, principalmente, em sua extremidade 5’
16

 à região 

3’UTR do mRNA do gene APP. O mecanismo de regulação pós-transcricional por miRNAs, via 

repressão da tradução já foi demonstrado para o gene APP (Patel et al., 2008; Hebert et al., 

2009). No entanto, isto não exclui a possibilidade de que outros miRNAs, como por exemplo, 

algum originado a partir do lncRNA AS-APP, também possam alvejar o 3’UTR do mRNA desse 

gene, impedindo a tradução da proteína APP. Para verificar esta hipótese outros experimentos 

devem ser realizados. Inicialmente, experimentos de co-transfecção das predições de miRNA 

originados a partir do lncRNA AS-APP com o 3’UTR do gene APP clonado na região 3’ de um  

gene repórter devem ser realizados para se verificar o potencial dessa regulação. 

  

                                                 
16

 A hibridização da extremidade 5’ é um importante aspecto do mecanismo de regulação por miRNAs. Essa região é 

conhecida como “seed sequence” e corresponde às posições de 2 a 8 nt a partir da extremidade 5’ na sequência do 

miRNA. Em geral, ela é perfeitamente pareada com o mRNA alvo, sendo importante para a definição do repertório 

de alvos de um miRNA. 



181 

 

6 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Milhares de lncRNAs intrônicos foram detectados em pelo menos uma das três linhagens 

tumorais humanas DU-145, MCF-7 e Mia PaCa 2. A detecção destes transcritos em linhagens 

celulares ou tecidos com origens histológicas distintas através de meta-análise com dados 

públicos de RNA-seq indica que esses transcritos são expressos e se acumulam nas células. 

 A abundância de expressão dos lncRNAs intrônicos detectados é tecido específica, o que 

sugere que eles devam ter sua transcrição regulada nas células onde são expressos, não 

configurando ruídos transcricionais originados do reconhecimento inespecífico da RNAP II. 

 Observamos o enriquecimento de elementos regulatórios na extremidade 5’ de uma fração 

dos lncRNAs intrônicos analisados, configurando mais um indício de que estes transcritos 

constituem unidades transcricionais independentes, com regiões regulatórias próprias. 

 O tratamento com o agente desmetilante do DNA 5-AZA, alterou a expressão de um 

subconjunto de lncRNAs intrônicos, o que reforça a noção de que a expressão destes 

transcritos esteja sujeita a regulações transcricionais nas células. 

 O tratamento com o agente desmetilante 5-AZA, afetou a expressão de uma menor fração de 

lncRNAs em comparação com mRNAs codificadores de proteínas. 

 Análises de correlação de expressão entre os lncRNAs intrônicos e mRNAs expressos a partir 

do mesmo locus e análises de “guilt by association” demonstraram que muitos desses 

lncRNAs podem estar agindo sobre vias regulatórias importantes para o controle do  

desenvolvimento de organismos e ciclo celular, apontando funções importantes para lncRNAs 

no surgimento e manutenção de cânceres. 
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 Análises de conservação de sequência nucleotídica e de conservação de expressão entre 

vertebrados, além de análises de formação de estrutura secundária estável mostraram que 

muitos dos lncRNAs intrônicos expressos nas linhagens tumorais DU-145, MCF-7 e Mia 

PaCa 2 são evolutivamente conservados. Esta observação aponta para um conjunto de 

lncRNAs candidatos a desempenharem funções biológicas que contribuem para um aumento 

do fitness adaptativo e sujeitos a seleção purificadora. 

 Embora a densidade de CGIs na vizinhança de lncRNAs intrônicos seja inferior a encontrada 

para mRNAs, a análise de reexpressão gênica após tratamento com 5-AZA de células de 

linhagens tumorais humanas revelou um subconjunto de lncRNAs intrônicos que tem sua 

expressão regulada por metilação do DNA. 

 O lncRNA AS-APP possui uma CGI metilada e um promotor ativo a cerca de 4 kb de 

distância do seu início de transcrição conhecido. AS-APP é reexpresso nas linhagens DU-145 

e HEK293 após tratamento com 5-AZA. O aumento na expressão do lncRNA AS-APP se 

correlaciona com a diminuição significativa dos níveis de expressão do mRNA do gene APP, 

sugerindo uma possível ação em cis deste transcrito não codificador. Abordagens 

experimentais devem ser realizadas para confirmar a hipótese de ação em cis do lncRNA AS-

APP sobre a expressão do gene codificador da proteína APP. 
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APÊNDICE 

Apêndice 1 - Genes codificadores de proteínas diferencialmente expressos após tratamento 

da linhagem celular DU-145 com o agente desmetilante 5-AZA.  

Gene ID Gene Symbol Strand Probe Coordinate Fold Change (Log2(AZA/CTL)) 
85453 TSPYL5 - chr8:98285785-98285844 6,9 
50511 SYCP3 - chr12:102128796-102130847 6,9 

93953 ACRC + chrX:70833291-70833350 5,5 
285 ANGPT2 - chr8:6360290-6360349 5,4 
100128098 LOC100128098 + chr10:17450221-17450280 5,3 
56159 TEX11 - chrX:69748974-69749033 5,2 
143903 LAYN + chr11:111431460-111431519 5,0 
4744 NEFH + chr22:29887194-29887253 4,9 
8277 TKTL1 + chrX:153558624-153558683 4,7 
885 CCK - chr3:42299317-42299376 4,5 
55384 MEG3 + chr14:101327186-101327244 4,4 
7802 DNALI1 + chr1:38030666-38030725 4,3 
54456 MOV10L1 + chr22:50530553-50530612 4,1 

4105 MAGEA6 + chrX:151870169-151870228 4,1 
6622 SNCA - chr4:90647685-90647744 4,1 
54 ACP5 - chr19:11685525-11685584 4,1 
26289 AK5 + chr1:78024290-78024349 4,0 
9084 VCY - chrY:16097713-16097772 4,0 
1264 CNN1 + chr19:11661005-11661064 4,0 
6364 CCL20 + chr2:228681777-228681836 3,9 
2242 FES + chr15:91436923-91436982 3,7 
653140 C2orf84 + chr2:24406202-24406382 3,6 

8277 TKTL1 + chrX:153551583-153551642 3,6 

83733 SLC25A18 + chr22:18072938-18072997 3,5 
6364 CCL20 + chr2:228680170-228680229 3,4 
3635 INPP5D + chr2:234116417-234116476 3,4 
93953 ACRC + chrX:70817800-70817859 3,3 
126123 IZUMO2 - chr19:50657856-50657886 3,3 
79092 CARD14 + chr17:78182633-78182692 3,2 
5579 PRKCB + chr16:24227210-24227269 3,2 
8626 TP63 + chr3:189614963-189615022 3,2 
3934 LCN2 + chr9:130914244-130914303 3,2 
84690 SPATA22 - chr17:3346496-3346555 3,2 
133584 EGFLAM + chr5:38464510-38464569 3,1 

88 ACTN2 + chr1:236925943-236926002 3,1 
56159 TEX11 - chrX:69898680-69898739 3,0 
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154197 PNLDC1 + chr6:160240056-160240115 3,0 
10942 PRSS21 + chr16:2871094-2871409 2,9 
7169 TPM2 - chr9:35684492-35684549 2,9 
3859 KRT12 - chr17:39017641-39017698 2,9 
6943 TCF21 + chr6:134210941-134210985 2,9 
667 DST - chr6:56479979-56480038 2,9 
9148 NEURL + chr10:105352070-105352129 2,8 
219731 LOC219731 - chr10:11893319-11893378 2,8 
4892 NRAP - chr10:115348649-115348708 2,8 
5961 PRPH2 - chr6:42664496-42664555 2,8 

196951 C15orf33 - chr15:49659750-49659809 2,7 
5678 PSG9 - chr19:43762430-43762489 2,7 
23209 MLC1 - chr22:50497948-50498007 2,7 
8789 FBP2 - chr9:97321090-97321149 2,7 
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Apêndice 2 – LncRNAs intrônicos antissenso diferencialmente expressos após tratamento 

da linhagem celular DU-145 com o agente desmetilante 5-AZA. 

50 lncRNAs Antissenso com maior diferença de expressão após tratamento com 5 µM de 5-AZA 
(SAM; q-valor < 10%) 

Antisense ncRNA 
Contig Name 

Antisense ncRNA Contig 
Coordinate 

Strand 
Host 
Gene 

ID 

Host Gene 
Symbol 

Fold Change 
(Log2(AZA/CTL)) 

PIN_11039 chr7:74113224-74113702 - 2969 GTF2I 2,7 
TIN_20703 chr17:1965309-1966536 + 23293 SMG6 2,5 

TIN_38315 chr4:73970575-73971290 + 26057 ANKRD17 2,5 
TIN_38318 chr4:73975995-73976457 + 26057 ANKRD17 2,4 
TIN_31722 chr21:27259582-27260205 + 351 APP 2,0 

PIN_00053 chr1:7870082-7871274 - 8863 PER3 2,0 
TIN_40609 chr5:54750290-54751056 + 8611 PPAP2A 1,9 

PIN_06847 chr2:27666400-27667052 - 
20063
4 KRTCAP3 1,7 

PIN_09759 chr5:43297768-43298287 + 3157 HMGCS1 1,6 
PIN_00096 chr1:15792053-15793880 - 63036 CELA2A 1,5 
TIN_03373 chr1:167789419-167791187 + 55811 ADCY10 1,5 

TIN_13499 
chr12:133707870-
133709104 - 7556 ZNF10 1,4 

PIN_01484 chr10:75413651-75414087 + 79933 SYNPO2L 1,4 
TIN_05238 chr10:11364897-11365170 - 10659 CELF2 1,4 
PIN_03896 chr14:93299420-93300482 - 9950 GOLGA5 1,4 
TIN_18020 chr15:71581150-71581677 - 79875 THSD4 1,4 
PIN_07632 chr2:228680078-228680392 - 6364 CCL20 1,3 
TIN_54326 chrX:39959017-39959361 + 54880 BCOR 1,3 
PIN_09760 chr5:43298303-43299526 + 3157 HMGCS1 1,3 
TIN_31450 chr20:54946800-54947591 + 6790 AURKA 1,3 
PIN_06434 chr19:39329239-39330362 + 3191 HNRNPL 1,3 

PIN_06742 chr2:10103631-10104363 - 29841 GRHL1 1,2 
PIN_07962 chr20:47255339-47256700 + 57580 PREX1 1,2 
PIN_03342 chr13:31711662-31713319 + 10808 HSPH1 1,2 
PIN_06565 chr19:47763680-47764361 - 26093 CCDC9 1,2 
PIN_08922 chr3:121447218-121448256 + 2804 GOLGB1 1,2 
PIN_02657 chr12:15806740-15807363 + 2059 EPS8 1,2 
PIN_06937 chr2:47605824-47606314 - 4072 EPCAM 1,2 
TIN_05026 chr1:247071523-247072476 + 25909 AHCTF1 1,1 
TIN_00727 chr1:26065627-26066146 - 57134 MAN1C1 1,1 
PIN_05945 chr18:33846463-33847148 - 55034 MOCOS 1,1 
PIN_03343 chr13:31723449-31724601 + 10808 HSPH1 1,1 

TIN_45727 chr6:170671785-170672896 - 84498 FAM120B 1,0 
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PIN_01563 chr10:96099829-96101188 + 64318 NOC3L 1,0 

PIN_08994 chr3:137783248-137783833 + 
19922
1 DZIP1L 1,0 

PIN_04398 chr15:90165420-90169127 - 90381 C15orf42 1,0 
PIN_11737 chr8:131414067-131414510 + 50807 ASAP1 1,0 
TIN_23254 chr18:11749382-11750327 - 2774 GNAL 1,0 
PIN_01540 chr10:92678533-92679082 + 27063 ANKRD1 1,0 

PIN_03080 
chr12:101679904-
101680576 - 27340 UTP20 0,9 

PIN_01053 chr1:200816196-200816712 - 23271 CAMSAP2 0,9 

PIN_10140 chr5:167921413-167922008 - 5917 RARS 0,9 
PIN_04028 chr15:39876085-39876654 - 7057 THBS1 0,9 
TIN_42527 chr5:167935627-167936461 - 5917 RARS 0,9 

PIN_00785 chr1:151823237-151824027 + 
28448
6 THEM5 0,9 

PIN_04125 chr15:45490715-45491663 + 90525 SHF 0,9 
PIN_04417 chr15:91353979-91354700 - 641 BLM 0,9 

TIN_01681 chr1:57189745-57190853 + 
19992
0 C1orf168 0,9 

PIN_08444 chr22:46724407-46725067 - 51512 GTSE1 0,9 
PIN_00660 chr1:114945506-114948783 + 51592 TRIM33 0,9 

PIN_11566 chr8:56668725-56669168 + 
13769
5 TMEM68 0,9 
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Apêndice 3 – LncRNAs intrônicos senso diferencialmente expressos após tratamento da 

linhagem celular DU-145com o agente desmetilante 5-AZA. 

50 lncRNAs senso com maior diferença de expressão após tratamento com 5 µM de 5-AZA (SAM; q-
valor < 10%)       
Sense ncRNA 
Contig Name 

Sense ncRNA Contig 
Coordinate Strand 

Host 
Gene ID 

Host Gene 
Symbol 

Fold Change 
(Log2(AZA/CTL)) 

TIN_45726 chr6:170667533-170668084 + 84498 FAM120B 1,8 
TIN_13748 chr13:29249476-29250591 + 51371 POMP 1,8 
TIN_00094 chr1:6516255-6516743 + 83715 ESPN 1,7 

TIN_14995 chr13:114159537-114160378 + 55002 TMCO3 1,7 
TIN_45798 chr7:2149012-2150325 - 8379 MAD1L1 1,7 

TIN_45729 chr6:170680760-170681208 + 84498 FAM120B 1,4 
TIN_31505 chr20:57464807-57465327 + 2778 GNAS 1,4 
TIN_40399 chr5:37520029-37520535 + 55100 WDR70 1,3 
TIN_13422 chr12:125622311-125623428 + 65985 AACS 1,3 
TIN_53539 chr9:127494111-127494986 - 2649 NR6A1 1,3 
TIN_21939 chr17:45010652-45011368 + 9570 GOSR2 1,3 
TIN_02568 chr1:111500546-111501524 + 55791 LRIF1 1,3 
TIN_15556 chr14:55748500-55750066 + 55030 FBXO34 1,2 

TIN_11658 chr12:40207409-40207855 - 114134 SLC2A13 1,2 
TIN_19650 chr16:50115713-50116262 + 55027 HEATR3 1,2 
TIN_14435 chr13:76109743-76110448 - 170622 COMMD6 1,2 
TIN_21756 chr17:40405061-40405851 - 6777 STAT5B 1,2 
TIN_28113 chr2:122023744-122024277 - 29842 TFCP2L1 1,2 
TIN_38646 chr4:88117145-88117813 - 57563 KLHL8 1,2 
TIN_38319 chr4:73976998-73978621 - 26057 ANKRD17 1,2 
TIN_11192 chr12:13048897-13050167 + 9052 GPRC5A 1,2 
TIN_16740 chr14:105910579-105911244 + 9112 MTA1 1,2 
TIN_53760 chr9:134487208-134487693 - 2889 RAPGEF1 1,1 
TIN_39985 chr5:463341-463968 + 11336 EXOC3 1,1 

TIN_17284 chr15:51213844-51214235 + 23431 AP4E1 1,1 
TIN_30596 chr20:18540005-18540984 + 10483 SEC23B 1,1 
TIN_28554 chr2:157185090-157185716 - 4929 NR4A2 1,1 
TIN_13499 chr12:133707870-133709104 + 7556 ZNF10 1,0 
TIN_39256 chr4:121734427-121734937 - 11107 PRDM5 0,9 
TIN_26370 chr2:31329407-31330049 - 79623 GALNT14 0,9 
TIN_40156 chr5:14682040-14682725 + 90268 FAM105B 0,9 
TIN_00963 chr1:33726813-33727281 + 149076 ZNF362 0,9 
TIN_33547 chr3:15362873-15363400 - 9467 SH3BP5 0,9 
TIN_04314 chr1:212922712-212923657 - 25936 NSL1 0,9 

TIN_03222 chr1:161861496-161861977 + 22926 ATF6 0,9 
TIN_19395 chr16:23867017-23867674 + 5579 PRKCB 0,9 
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TIN_40653 chr5:56539722-56540996 + 65056 GPBP1 0,9 
TIN_18122 chr15:72854318-72855246 + 25820 ARIH1 0,9 
TIN_14689 chr13:99054660-99055293 + 10160 FARP1 0,9 
TIN_28270 chr2:135159221-135159714 + 4249 MGAT5 0,9 
TIN_00951 chr1:33483244-33484105 - 204 AK2 0,9 
TIN_54559 chrX:70586485-70587178 + 618 BCYRN1 0,9 
TIN_41547 chr5:112885149-112885714 + 64848 YTHDC2 0,8 
TIN_20551 chr16:89599777-89600199 + 6687 SPG7 0,8 
TIN_42330 chr5:150495528-150496404 - 309 ANXA6 0,8 
TIN_20631 chr17:879210-880004 - 64359 NXN 0,8 

TIN_17548 chr15:59222914-59224245 - 79811 SLTM 0,8 
TIN_00460 chr1:19674629-19675951 - 832 CAPZB 0,8 
TIN_28518 chr2:153290321-153290966 + 114793 FMNL2 0,8 
TIN_27511 chr2:80171111-80171610 + 1496 CTNNA2 0,8 
TIN_04731 chr1:235494086-235496388 + 9453 GGPS1 0,8 
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Apêndice 4 – Genes codificadores de proteínas diferencialmente expressos após tratamento 

da linhagem celular MCF-7 com o agente desmetilante 5-AZA. 

50 mRNAs com maior diferença de expressão após tratamento com 5 µM de 5-AZA (SAM; q-valor < 
10%) 

Gene ID Gene Symbol Strand Probe Coordinate Fold Change (Log2(AZA/CTL)) 
7429 VIL1 + chr2:219314095-219314154 5,3 
93953 ACRC + chrX:70833291-70833350 5,2 
7802 DNALI1 + chr1:38030666-38030725 5,2 

100128098 LOC100128098 + chr10:17450221-17450280 5,1 
4744 NEFH + chr22:29887194-29887253 5,0 
50511 SYCP3 - chr12:102128796-102130847 5,0 
4680 CEACAM6 + chr19:42275435-42275493 4,8 
5918 RARRES1 - chr3:158422630-158422689 4,6 
3059 HCLS1 - chr3:121350279-121350336 4,4 
8789 FBP2 - chr9:97321090-97321149 4,3 
93953 ACRC + chrX:70817800-70817859 4,3 
9547 CXCL14 - chr5:134907529-134910291 4,2 
9084 VCY - chrY:16097713-16097772 4,2 
2950 GSTP1 + chr11:67354050-67354109 4,1 

83871 RAB34 - chr17:27041349-27041408 4,1 
54742 LY6K + chr8:143784821-143784880 4,1 
8277 TKTL1 + chrX:153558624-153558683 4,0 
54 ACP5 - chr19:11685525-11685584 3,9 
8764 TNFRSF14 - chr1:2495143-2495193 3,9 
4680 CEACAM6 + chr19:42275770-42275824 3,8 
2192 FBLN1 + chr22:45996933-45996992 3,8 
83871 RAB34 - chr17:27041859-27041918 3,7 
4599 MX1 + chr21:42831014-42831073 3,6 
79132 DHX58 - chr17:40253459-40253518 3,6 

440335 LOC440335 + chr16:4845788-4845847 3,6 
54742 LY6K + chr8:143784626-143784685 3,5 
6778 STAT6 - chr12:57489651-57489710 3,5 
6678 SPARC - chr5:151042185-151042244 3,5 
4057 LTF - chr3:46479431-46479489 3,4 
7570 ZNF22 + chr10:45500488-45500547 3,4 
2139 EYA2 + chr20:45817096-45817155 3,2 
7018 TF + chr3:133497549-133498039 3,2 
55655 NLRP2 + chr19:55505674-55505733 3,2 
4599 MX1 + chr21:42813643-42813702 3,1 
133584 EGFLAM + chr5:38464510-38464569 3,1 

144406 WDR66 + chr12:122441655-122441714 3,1 
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51700 CYB5R2 - chr11:7686352-7686411 3,1 
9121 SLC16A5 + chr17:73102150-73102208 3,1 
6286 S100P + chr4:6698819-6698878 3,1 
9823 ARMCX2 - chrX:100910335-100910394 3,1 
1396 CRIP1 + chr14:105954700-105954841 3,1 
9473 C1orf38 + chr1:28213027-28213087 3,0 
126123 IZUMO2 - chr19:50657856-50657886 3,0 
4281 MID1 - chrX:10416703-10416762 2,9 
55384 MEG3 + chr14:101327186-101327244 2,8 
11167 FSTL1 - chr3:120113432-120113491 2,8 

4162 MCAM - chr11:119180131-119180190 2,7 
6277 S100A6 - chr1:153507255-153507685 2,7 
84894 LINGO1 - chr15:77906026-77906085 2,7 
3855 KRT7 + chr12:52631297-52631354 2,7 
63948 DMRTB1 + chr1:53930465-53930524 2,7 
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Apêndice 5 – LncRNAs intrônicos antissenso diferencialmente expressos após tratamento 

da linhagem celular MCF-7 com o agente desmetilante 5-AZA. 

50 lncRNAs antissenso com maior diferença de expressão após tratamento com 5 µM de 5-AZA (SAM; 
q-valor < 10%)       

Antisense 
lncRNA Contig 

Name 
Antisense lncRNA Contig 

Coordinate Strand 
Host 

Gene ID 
Host Gene 

Symbol 
Fold Change 

(Log2(AZA/CTL)) 
PIN_04900 chr16:68021709-68022136 + 64174 DPEP2 3,2 
TIN_31722 chr21:27259582-27260205 + 351 APP 3,0 

PIN_08129 chr21:42813321-42813875 - 4599 MX1 2,3 
TIN_31891 chr21:36218040-36219259 + 861 RUNX1 2,2 
TIN_11174 chr12:12636159-12636900 + 80824 DUSP16 2,1 

TIN_20703 chr17:1965309-1966536 + 23293 SMG6 1,8 
PIN_02641 chr12:12631807-12635533 + 80824 DUSP16 1,7 
PIN_06434 chr19:39329239-39330362 + 3191 HNRNPL 1,7 
PIN_11454 chr8:19276835-19278334 + 55790 CSGALNACT1 1,6 
PIN_00785 chr1:151823237-151824027 + 284486 THEM5 1,6 
TIN_40895 chr5:68391322-68391898 - 64924 SLC30A5 1,6 
TIN_25908 chr2:8882277-8882965 + 57498 KIDINS220 1,6 

TIN_14959 chr13:113663985-113664633 - 23263 MCF2L 1,5 
PIN_06111 chr19:6745006-6746462 - 9322 TRIP10 1,4 
TIN_13518 chr13:20286004-20287024 + 55269 PSPC1 1,4 
PIN_03342 chr13:31711662-31713319 + 10808 HSPH1 1,4 
PIN_00096 chr1:15792053-15793880 - 63036 CELA2A 1,3 
TIN_42527 chr5:167935627-167936461 - 5917 RARS 1,3 
PIN_10385 chr6:32809513-32812055 + 5696 PSMB8 1,2 
PIN_01691 chr10:119026627-119028179 - 6571 SLC18A2 1,2 
PIN_09916 chr5:102472345-102472561 - 23262 PPIP5K2 1,2 
PIN_00636 chr1:111690113-111690997 - 10390 CEPT1 1,2 
PIN_00287 chr1:36474755-36475555 - 192669 EIF2C3 1,2 

PIN_06110 chr19:6742812-6743504 - 9322 TRIP10 1,2 
PIN_10095 chr5:149785901-149787437 + 972 CD74 1,1 
PIN_10405 chr6:33255833-33256390 + 9277 WDR46 1,1 
PIN_05417 chr17:40262661-40263028 + 79132 DHX58 1,1 
PIN_04311 chr15:74326582-74329243 - 5371 PML 1,0 
PIN_05632 chr17:61790577-61792306 + 92335 STRADA 1,0 
PIN_04504 chr16:1990660-1991535 + 51734 SEPX1 1,0 
TIN_25012 chr19:34680468-34681442 - 26065 LSM14A 1,0 
PIN_09270 chr4:8456308-8456669 - 152992 METTL19 1,0 
PIN_03343 chr13:31723449-31724601 + 10808 HSPH1 1,0 

PIN_02321 chr11:77102999-77104070 + 5058 PAK1 1,0 
TIN_17512 chr15:58432414-58433762 - 366 AQP9 1,0 
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PIN_01231 chr1:237788592-237789135 - 6262 RYR2 1,0 
PIN_04991 chr16:88712090-88713508 + 1535 CYBA 1,0 
PIN_10799 chr6:160100331-160103790 + 6648 SOD2 0,9 
PIN_06868 chr2:32664267-32664963 - 57448 BIRC6 0,9 
TIN_38318 chr4:73975995-73976457 + 26057 ANKRD17 0,9 
TIN_13876 chr13:35724421-35725254 - 26960 NBEA 0,9 
TIN_08454 chr11:14327635-14328200 + 22800 RRAS2 0,9 
TIN_44060 chr6:56405938-56406784 + 667 DST 0,9 
PIN_07093 chr2:86348306-86348933 - 55037 PTCD3 0,9 
TIN_44887 chr6:128637921-128638586 + 5796 PTPRK 0,9 

TIN_09928 chr11:85772453-85774144 + 8301 PICALM 0,9 
TIN_23996 chr18:60874703-60875401 + 596 BCL2 0,9 
TIN_31220 chr20:45902716-45903040 + 23613 ZMYND8 0,9 
TIN_19390 chr16:23595804-23596621 + 4706 NDUFAB1 0,9 
TIN_14326 chr13:66925898-66926494 + 5101 PCDH9 0,9 
PIN_05535 chr17:48154297-48154742 - 3675 ITGA3 0,9 
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Apêndice 6 – LncRNAs intrônicos senso diferencialmente expressos após tratamento da 

linhagem celular MCF-7 com o agente desmetilante 5-AZA. 

50 lncRNAs senso com maior diferença de expressão após tratamento com 5 µM de 5-AZA (SAM; q-
valor < 10%)       
Sense lncRNA 
Contig Name 

Sense lncRNA Contig 
Coordinate Strand 

Host 
Gene ID 

Host Gene 
Symbol 

Fold Change 
(Log2(AZA/CTL)) 

TIN_39401 chr4:141020240-141021142 - 55534 MAML3 2,4 
TIN_11917 chr12:51553837-51554932 - 7024 TFCP2 2,2 
TIN_53891 chr9:139330015-139330696 - 56623 INPP5E 1,6 

TIN_40244 chr5:17245954-17246426 + 10409 BASP1 1,5 
TIN_21189 chr17:20105973-20106593 + 92521 SPECC1 1,5 

TIN_19964 chr16:69606014-69606434 + 10725 NFAT5 1,5 
TIN_20631 chr17:879210-880004 - 64359 NXN 1,4 
TIN_24135 chr18:77741564-77741973 - 10907 TXNL4A 1,4 
TIN_30155 chr2:239243192-239243810 + 26146 TRAF3IP1 1,3 
TIN_10365 chr11:115211408-115212013 - 23705 CADM1 1,3 
TIN_22018 chr17:47405635-47406175 - 22834 ZNF652 1,2 
TIN_26771 chr2:46529256-46529873 + 2034 EPAS1 1,2 
TIN_27586 chr2:86396442-86397217 - 10989 IMMT 1,2 

TIN_18498 chr15:90644180-90644773 - 3418 IDH2 1,2 
TIN_00286 chr1:10418035-10420421 + 23095 KIF1B 1,2 
TIN_53397 chr9:124081903-124082288 + 2934 GSN 1,1 
TIN_41625 chr5:118619418-118620374 + 25816 TNFAIP8 1,1 
TIN_05679 chr10:24782053-24782562 + 56243 KIAA1217 1,1 
TIN_40399 chr5:37520029-37520535 + 55100 WDR70 1,1 
TIN_11192 chr12:13048897-13050167 + 9052 GPRC5A 1,1 
TIN_00394 chr1:16288343-16288563 + 7709 ZBTB17 1,1 
TIN_31870 chr21:35891297-35892459 - 1827 RCAN1 1,1 
TIN_01392 chr1:46057726-46058208 + 4678 NASP 1,1 
TIN_22752 chr17:73734494-73735052 + 3691 ITGB4 1,1 

TIN_41116 chr5:80395916-80397009 + 5924 RASGRF2 1,1 
TIN_14625 chr13:97878066-97879841 + 10150 MBNL2 1,1 
TIN_12593 chr12:96601022-96601590 + 2004 ELK3 1,1 
TIN_17790 chr15:64494219-64495243 - 53944 CSNK1G1 1,1 
TIN_54760 chrX:107921690-107923038 + 1287 COL4A5 1,0 
TIN_23382 chr18:19278909-19279529 - 171586 ABHD3 1,0 
TIN_26418 chr2:32606357-32607877 + 57448 BIRC6 1,0 
TIN_41731 chr5:127463999-127464506 + 6558 SLC12A2 1,0 
TIN_16957 chr15:40388378-40388609 - 90427 BMF 1,0 
TIN_27159 chr2:64105633-64106144 + 7360 UGP2 1,0 

TIN_24518 chr19:10837767-10838649 + 1785 DNM2 1,0 
TIN_11243 chr12:14992316-14992847 - 420 ART4 1,0 
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TIN_02346 chr1:94134280-94134671 - 8412 BCAR3 1,0 
TIN_25205 chr19:39833949-39834639 + 55095 SAMD4B 1,0 
TIN_37096 chr3:192530952-192531611 - 151963 MB21D2 1,0 
TIN_45726 chr6:170667533-170668084 + 84498 FAM120B 1,0 
TIN_26770 chr2:46528369-46528966 + 2034 EPAS1 1,0 
TIN_04054 chr1:202539777-202541961 + 4660 PPP1R12B 1,0 
TIN_32177 chr21:44267619-44268550 - 10785 WDR4 1,0 
TIN_11048 chr12:7303836-7304659 + 9746 CLSTN3 1,0 
TIN_41618 chr5:118514190-118515001 + 1657 DMXL1 1,0 
TIN_54789 chrX:109559435-109560135 - 9949 AMMECR1 1,0 

TIN_20829 chr17:4743290-4743989 + 50488 MINK1 0,9 
TIN_14047 chr13:43563187-43563719 - 94240 EPSTI1 0,9 
TIN_52305 chr9:37826865-37827383 + 79269 DCAF10 0,9 
TIN_45199 chr6:147656445-147657645 + 134957 STXBP5 0,9 
TIN_41140 chr5:80999623-81000513 - 23635 SSBP2 0,9 
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Apêndice 7 – Genes codificadores de proteínas diferencialmente expressos após tratamento 

da linhagem celular Mia PaCa 2 com o agente desmetilante 5-AZA. 

Gene ID Gene Symbol Strand Probe Coordinate Fold Change (Log2(AZA/CTL)) 
3945 LDHB - chr12:21790069-21790128 7,30 
7980 TFPI2 - chr7:93516575-93516634 7,17 
664 BNIP3 - chr10:133781312-133781370 7,13 
3945 LDHB - chr12:21788449-21788508 6,96 
50511 SYCP3 - chr12:102128796-102130847 6,80 

3945 LDHB - chr12:21795002-21795061 6,46 
8277 TKTL1 + chrX:153558624-153558683 6,16 
3383 ICAM1 + chr19:10396298-10396358 5,82 
7980 TFPI2 - chr7:93518473-93518532 5,58 
4072 EPCAM + chr2:47613894-47613953 5,56 
100128098 LOC100128098 + chr10:17450221-17450280 5,37 
4105 MAGEA6 + chrX:151870169-151870228 5,35 
85453 TSPYL5 - chr8:98285785-98285844 5,35 
6364 CCL20 + chr2:228681777-228681836 5,28 
79623 GALNT14 - chr2:31133370-31133429 5,14 
3486 IGFBP3 - chr7:45952608-45952667 5,12 

4744 NEFH + chr22:29887194-29887253 5,12 
93953 ACRC + chrX:70833291-70833350 5,07 
79746 ECHDC3 + chr10:11805963-11806022 5,05 
56300 IL36G + chr2:113743007-113743066 4,99 
115908 CTHRC1 + chr8:104390268-104390327 4,95 
55930 MYO5C - chr15:52484644-52484703 4,92 
57580 PREX1 - chr20:47241619-47241677 4,90 
55384 MEG3 + chr14:101327186-101327244 4,90 
6696 SPP1 + chr4:88903920-88903979 4,88 
6696 SPP1 + chr4:88903920-88903979 4,88 

6696 SPP1 + chr4:88903920-88903979 4,84 
6696 SPP1 + chr4:88903920-88903979 4,84 
6696 SPP1 + chr4:88903920-88903979 4,82 
6696 SPP1 + chr4:88903920-88903979 4,78 
6696 SPP1 + chr4:88903920-88903979 4,76 
9084 VCY - chrY:16097713-16097772 4,76 
100131187 TSTD1 - chr1:161007806-161007865 4,76 
221303 FAM162B - chr6:117073387-117073445 4,76 
6696 SPP1 + chr4:88903920-88903979 4,74 
115908 CTHRC1 + chr8:104394743-104394802 4,71 
144347 FAM101A + chr12:124800459-124800518 4,69 

3914 LAMB3 - chr1:209788278-209788337 4,63 
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100131187 TSTD1 - chr1:161007764-161007823 4,54 
93953 ACRC + chrX:70817800-70817859 4,51 
3918 LAMC2 + chr1:183213611-183213669 4,47 
26136 TES + chr7:115897456-115897515 4,38 
6591 SNAI2 - chr8:49830710-49830769 4,35 
55655 NLRP2 + chr19:55505674-55505733 4,34 
54742 LY6K + chr8:143784626-143784685 4,30 
81831 NETO2 - chr16:47143520-47143579 4,30 
3624 INHBA - chr7:41729246-41729305 4,29 
54742 LY6K + chr8:143784821-143784880 4,28 

23209 MLC1 - chr22:50497948-50498007 4,26 
6364 CCL20 + chr2:228680170-228680229 4,23 
59345 GNB4 - chr3:179118744-179118803 4,22 
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Apêndice 8 – LncRNAs intrônicos antissenso diferencialmente expressos após tratamento 

da linhagem celular Mia PaCa 2 com o agente desmetilante 5-AZA. 

50 lncRNAs antissenso com maior diferença de expressão após tratamento com 5 µM de 5-AZA (SAM; 
q-valor < 10%)       

Antisense 
lncRNA Contig 

Name 
Antisense lncRNA Contig 

Coordinate Strand 
Host 

Gene ID 
Host Gene 

Symbol 
Fold Change 

(Log2(AZA/CTL)) 
TIN_18020 chr15:71581150-71581677 - 79875 THSD4 4,0 
PIN_00785 chr1:151823237-151824027 + 284486 THEM5 4,0 

PIN_10799 chr6:160100331-160103790 + 6648 SOD2 3,4 
TIN_31722 chr21:27259582-27260205 + 351 APP 2,5 
TIN_41328 chr5:95271087-95273124 + 22936 ELL2 2,1 

PIN_07632 chr2:228680078-228680392 - 6364 CCL20 1,8 
TIN_42527 chr5:167935627-167936461 - 5917 RARS 1,7 
PIN_00053 chr1:7870082-7871274 - 8863 PER3 1,7 
PIN_06554 chr19:47110760-47111729 - 808 CALM3 1,7 
TIN_41924 chr5:134909106-134909411 + 9547 CXCL14 1,6 
PIN_02990 chr12:69217974-69218538 - 4193 MDM2 1,6 
PIN_01112 chr1:209795716-209796292 + 3914 LAMB3 1,6 

PIN_06780 chr2:24303616-24303902 + 9540 TP53I3 1,5 
PIN_03907 chr14:94848728-94850103 + 5265 SERPINA1 1,4 
PIN_11366 chr7:150814865-150816037 - 116988 AGAP3 1,4 
PIN_10480 chr6:42976986-42977385 - 5528 PPP2R5D 1,4 
PIN_02929 chr12:57693659-57694043 + 22864 R3HDM2 1,3 
PIN_02118 chr11:63403563-63403889 + 25923 ATL3 1,3 
TIN_47306 chr7:80511635-80512110 + 10512 SEMA3C 1,2 
PIN_09078 chr3:167405113-167405719 + 11235 PDCD10 1,2 
PIN_00910 chr1:160260007-160260614 + 1314 COPA 1,2 
PIN_01113 chr1:209807434-209808025 + 3914 LAMB3 1,2 
PIN_11713 chr8:124037120-124037626 + 79139 DERL1 1,2 

TIN_41515 chr5:112229030-112229698 + 7905 REEP5 1,2 
PIN_10140 chr5:167921413-167922008 - 5917 RARS 1,2 
PIN_09901 chr5:95241465-95242937 + 22936 ELL2 1,2 
TIN_40609 chr5:54750290-54751056 + 8611 PPAP2A 1,2 
TIN_45015 chr6:135713217-135714357 + 54806 AHI1 1,2 
PIN_01142 chr1:223976260-223976917 + 7159 TP53BP2 1,2 
PIN_09633 chr4:177248107-177248532 - 60559 SPCS3 1,1 
TIN_12598 chr12:96651104-96651827 - 2004 ELK3 1,1 
PIN_02561 chr12:6344234-6344619 - 928 CD9 1,1 
PIN_05891 chr18:10547966-10548637 - 8774 NAPG 1,1 

PIN_11579 chr8:63929671-63930526 + 8836 GGH 1,1 
PIN_08177 chr21:46702114-46702544 + 23275 POFUT2 1,1 
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TIN_17512 chr15:58432414-58433762 - 366 AQP9 1,1 
PIN_07027 chr2:70130184-70130539 - 11017 SNRNP27 1,1 
PIN_03866 chr14:88935507-88936694 + 11099 PTPN21 1,1 
TIN_28281 chr2:135623905-135624671 - 130013 ACMSD 1,1 
PIN_09634 chr4:178272418-178273014 - 55247 NEIL3 1,1 
TIN_06469 chr10:71170006-71170753 + 6865 TACR2 1,1 
PIN_03893 chr14:93170707-93171352 + 5641 LGMN 1,1 
PIN_03752 chr14:65216419-65217246 + 6710 SPTB 1,1 
PIN_00096 chr1:15792053-15793880 - 63036 CELA2A 1,1 
PIN_09521 chr4:110603490-110603958 - 55013 CCDC109B 1,0 

TIN_45929 chr7:6209199-6210147 + 9265 CYTH3 1,0 
PIN_10950 chr7:39609605-39610601 - 57002 YAE1D1 1,0 
TIN_33678 chr3:19993246-19994751 - 5868 RAB5A 1,0 
PIN_02291 chr11:71946304-71946889 - 3636 INPPL1 1,0 
PIN_06434 chr19:39329239-39330362 + 3191 HNRNPL 1,0 
PIN_04647 chr16:16225338-16226068 - 4363 ABCC1 1,0 
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Apêndice 9 – LncRNAs intrônicos senso diferencialmente expressos após tratamento da 

linhagem celular Mia PaCa 2 com o agente desmetilante 5-AZA. 

50 lncRNAs senso com maior diferença de expressão após tratamento com 5 µM de 5-AZA (SAM; q-

valor < 10%)       

Sense lncRNA 
Contig Name 

Sense lncRNA Contig 
Coordinate 

Stra
nd 

Host 
Gene ID 

Host Gene 
Symbol 

Fold Change 
(Log2(AZA/CTL)) 

TIN_03775 
chr1:183210410-
183211966 + 3918 LAMC2 3,6 

TIN_00094 chr1:6516255-6516743 + 83715 ESPN 3,0 

TIN_48936 
chr7:151443522-
151444019 - 51422 PRKAG2 2,6 

TIN_41327 
chr5:95269206-
95270787 - 22936 ELL2 2,5 

TIN_27745 
chr2:100436049-
100436619 - 3899 AFF3 2,3 

TIN_16740 
chr14:105910579-
105911244 + 9112 MTA1 2,2 

TIN_05240 
chr10:11799409-
11799901 + 79746 ECHDC3 2,1 

TIN_36803 
chr3:182973029-
182974266 + 23101 MCF2L2 1,9 

TIN_41326 
chr5:95268325-
95269198 - 22936 ELL2 1,9 

TIN_05679 
chr10:24782053-
24782562 + 56243 KIAA1217 1,9 

TIN_46812 
chr7:55147478-
55148063 + 1956 EGFR 1,7 

TIN_24241 
chr19:3663989-
3664802 - 23396 PIP5K1C 1,7 

TIN_41316 
chr5:95240456-
95241112 - 22936 ELL2 1,5 

TIN_00951 
chr1:33483244-
33484105 - 204 AK2 1,5 

TIN_41116 
chr5:80395916-
80397009 + 5924 RASGRF2 1,4 

TIN_33402 
chr3:11512317-
11513055 + 10533 ATG7 1,4 

TIN_43738 
chr6:38102940-
38103877 + 60685 ZFAND3 1,3 

TIN_41730 
chr5:127451569-
127452294 + 6558 SLC12A2 1,3 

TIN_37839 
chr4:38664162-
38665044 - 79667 FLJ13197 1,3 

TIN_13422 chr12:125622311- + 65985 AACS 1,2 
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125623428 

TIN_19546 
chr16:30720545-
30720818 + 10847 SRCAP 1,2 

TIN_45512 
chr6:160107899-
160108623 - 6648 SOD2 1,2 

TIN_46338 
chr7:30507857-
30508363 - 10392 NOD1 1,2 

TIN_52305 
chr9:37826865-
37827383 + 79269 DCAF10 1,1 

TIN_49559 
chr8:23387442-
23388827 + 51312 SLC25A37 1,1 

TIN_17260 
chr15:50750120-
50750721 + 9101 USP8 1,1 

TIN_19866 
chr16:67802142-
67802887 - 57610 RANBP10 1,1 

TIN_48026 
chr7:107241982-
107243030 + 55973 BCAP29 1,1 

TIN_00136 chr1:7770093-7770663 + 23261 CAMTA1 1,1 

TIN_04299 
chr1:212190442-
212190945 - 25896 INTS7 1,1 

TIN_43811 
chr6:41770230-
41770795 - 25862 USP49 1,1 

TIN_33393 
chr3:11471022-
11471769 + 10533 ATG7 1,0 

TIN_33399 
chr3:11500077-
11500766 + 10533 ATG7 1,0 

TIN_33403 
chr3:11519374-
11520601 + 10533 ATG7 1,0 

TIN_05634 
chr10:23272919-
23273422 + 219681 ARMC3 1,0 

TIN_19344 
chr16:22089792-
22090351 + 146174 C16orf52 1,0 

TIN_49946 
chr8:48765436-
48765779 - 5591 PRKDC 1,0 

TIN_19062 
chr16:11658022-
11658874 - 9516 LITAF 1,0 

TIN_07400 
chr10:106031138-
106032014 + 119391 GSTO2 1,0 

TIN_03666 
chr1:178799558-
178800033 + 55103 RALGPS2 1,0 

TIN_33388 
chr3:11393567-
11394842 + 10533 ATG7 1,0 

TIN_00491 
chr1:20080217-
20081008 - 255104 TMCO4 1,0 

TIN_07324 
chr10:104696512-
104697584 + 54805 CNNM2 1,0 

TIN_00340 
chr1:12370152-
12370709 + 55187 VPS13D 1,0 
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TIN_41625 
chr5:118619418-
118620374 + 25816 TNFAIP8 1,0 

TIN_21443 
chr17:29674979-
29675752 + 4763 NF1 1,0 

TIN_41047 
chr5:78696493-
78697222 - 9456 HOMER1 1,0 

TIN_01641 
chr1:54832469-
54833965 - 23648 SSBP3 1,0 

TIN_12799 
chr12:105625771-
105626539 - 55198 APPL2 0,9 

TIN_50505 
chr8:95269166-
95269905 - 2669 GEM 0,9 

TIN_12744 
chr12:104851533-
104852135 + 50515 CHST11 0,9 
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