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RESUMO

DeOcesano-Pereira, ONXS, um longo RNA nédo codificador de proteinas mediadada
apoptose.2014. 112 p. Tese de Doutorado - Programa de Padu@cdo em Bioquimica.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,R5ulo.

O splicing alternativo do pré-mRNA d8CL-X produz duas isoformas de mRNAs com
funcBes antagbnicas, a pré-apoptoal-XSe a anti-apoptotic8CL-XL, cujo balanco
regula a homeostasia celular. Entretanto, o msgangue regula esse processamento ainda é
desconhecido. Nesse trabalho, nés identificamosaracterizamos um longo RNA néo
codificador de proteinas (INCRNA) nomed®iXS que é transcrito a partir da fita oposta do
locusgendémico ddBCL-X sendo menos abundante em linhagens celularesdisneotecidos
tumorais de pacientes quando comparados com cactes)s pares ndo tumoralslXSé um
RNA unsplicedde 1903 nts, € transcrito pela RNA Polimerasepdissui cap 5’, esta
enriguecido na fracdo nuclear das células e saljgateina Sam68 do complexo modulador
desplicing O tratamento de células tumorais 786-O com caddeitrés agentes indutores de
apoptose aumentou a expressdo endogentNH& levando ao aumento expressivo da
proporcdo entre os mMRNAs @ CL-XS/ BCL-XL, e ativacdo das caspases 3, 7 e 9. Estes
efeitos foram anulados na presencaktockdowndo INXS Da mesma forma, a super-
expressao ectopica dbBXS causou uma mudanca splicing favorecendo a isoformaCL-

XSe ativacao das caspases, aumentando os niveistdanpBCL-XSe conduzindo as células

a apoptose. Utilizando um modetovivo, cinco injecdes intra-tumorais dXS durante 15
dias causaram uma regressao acentuada no volumesdogimores. PortantdNXS é um

IncRNA que induz a apoptose, sugerindo que ess&cumal seja um possivel alvo a ser

explorado na terapia contra o cancer.

Palavras-chavesRNA né&o codificador antisenso; apoptogajcing alternativo,BCL-X



ABSTRACT
DeOcesano-Pereira, INXS, a long noncoding RNA that mediates apoptosi2014. 112 p.

PhD Thesis — Graduate Program in Biochemistryitliistde Quimica, Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo.

BCL-XmRNA alternative splicing generates pro-apoptBti-XSor anti-apoptoti®dCL-XL,
whose balance regulates cell homeostasis. Howdwemechanism that regulates the splice
shifting is incompletely understood. Here, we idead and characterized a long noncoding
RNA (IncRNA) namedNXS, transcribed from the opposite genomic strandBGL-X, that
was less abundant in tumor cell lines and patiemior tissues compared with non-tumors.
INXSis an unspliced 1903 nt-long RNA, is transcribgdRINA Polymerase Il, 5’-capped,
nuclear enriched and binds Sam68 splicing-moduldtoe treatment of tumor cell line 786-0O
with each of three apoptosis-inducing agents irsgéandogenousNXSIncRNA, increased
BCL-XS/ BCL-XL mRNA ratio, and activated caspases 3, 7 and 9. Theset®fivere
abrogated in the presenceldiXSknockdown. Similarly, ectopitNXSoverexpression caused
a shift in splicing toward8CL-XSand activation of caspases, increasing the lexfeBCL-
XS protein and then leading the cells to apoptdsisa mouse xenograft model, five intra-
tumor injections ofNXSalong 15 days caused a marked regression in tualome.INXSis

an IncRNA that induces apoptosis, suggestingltiASis a possible target to be explored in

cancer therapies.

Keywords: Antisense long noncoding RNA; apoptosis; alterrasiplicing;BCL-X
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1. INTRODUCAO

1.1. O geneBCL-X e suas isoformas

BCL-X (BCL2LY) é um gene que codifica um membro chave da famdigroteinas
BCL-2 capaz de controlar o crescimento das célulamrais e o processo de morte celular
por apoptose (Cory and Adams 2002; Tait and Grée®;2Kelly and Strasser 2011). O
splicing alternativo do exon 2 no pré-mRNA &&€L-X produz duas isoformas, um mRNA
denominado de isoforma longBGL-XL) e outro de isoforma curtd8CL-XS, que foram
inicialmente descritaos como exercendo funcdesgénieas na via apoptoética (Boise,
Gonzalez-Garcia et al. 1993) (Figura 1). O mecaoigoe regula o deslocamento gfaicing
entre estas duas isoformas ndo é completamentereengido, porém sabe-se que o balango
da abundancia entre as mesmas caracteriza a hasiaostlular, disparando ou néo o
mecanismo de apoptose (Boise, Gonzalez-Garcia .et1293). BCL-XL, o mRNA
correspondente a isoforma anti-apoptética, é al#enexpresso em um grande numero de
tumores (Plati, Bucur et al. 2011) e os niveis ad@s desse mRNA estdo frequentemente
associados com a agressividade de tumores e bmuacquimioresisténcia (Kelly and
Strasser 2011; Zeuner, Francescangeli et al. 2@Md&)maneira oposta, a abundancia do
MRNA correspondente a isoforma pro-apoptOBEA -XSé muito baixa nas células tumorais,
e a super-expressao da proteina derivada desse miriNAcurto é capaz de sensibilizar as
células tumorais a agentes quimioterapéuticos (8trarg Ealovega et al. 1995; Minn, Boise
et al. 1996; Taylor, Zhang et al. 1999; MercataBtiner et al. 2001), induzindo a apoptose

em células de melanoma (Hossini, Eberle et al. 2Bz, Gillissen et al. 2012).
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BCL-X pre-mRNA

~
“““““
~ .
~

Exon 3 Exon 2 Exon 1 Exon 3 Exon 2 Exon 1

mRNA BCL-XL mRNA BCL-XS
(Isoforma anti-apoptética) (Isoforma pro-apoptética)
Proteina BCL-XL Proteina BCL-XS
Proliferacao Apoptose

Figura 1. Splicing alternativo do pré-mRNA de BCL-X. O uso de um sitio 5’ doador de
splicing alternativo distal5’-splice site(5’ss), linha descontinua azul) presente no exon 2
produz a isoforma mais curta, a variantesplécing pré-apoptéticaBCL-XS Por outro lado, o
uso do sitio 5’ doador deplicing proximal (5'splice site(5'ss), linha descontinua vermelha)
resulta na sintese da isoforma mais longa, a \tararti-apoptéticaBCL-XL Ao contrario da
proteina BCL-XL, a proteina BCL-XS leva as célulasmorte celular por apoptose.
Retangulos pretos mais espessos: exons codifiadiEeproteina; retdngulos pretos mais
finos: UTRs (3'e 5’); linhas solidas e pretas: amis; retangulo espesso e branco: regido do
exon 2 (189 nts) presente somente no prée-mRNAisofiarma longa.

Tem sido demonstrado que o processamento altesndtivpré-mRNA deBCL-X
envolve uma série de proteinas, tais como os ftmeduladores dsplicing (SF, splicing
factorg, componentes do complexo de juncédo dos exonssiMis Roesser et al. 2006;
Paronetto, Achsel et al. 2007; Zhou, Ou et al. 2008ore, Wang et al. 2010; Michelle,
Cloutier et al. 2012; Montes, Cloutier et al. 2Q¥®)onucleoproteinas nucleares heterogéneas
(hnRNPs) (Garneau, Revil et al. 2005; Revil, Pigtett al. 2009), e também alguns motivos
chamados deis-elementos presentes no pré-mRNABIgL-X (Massiello, Salas et al. 2004;

Lee, Zhou et al. 2012). Apesar disso, pouco € aodbesobre a regulacdo do mecanismo

molecular desplicingdeBCL-X
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1.2.0 transcriptoma eucariético e sua complexidade

Nos ultimos 50 anos, a programacao genética dosamoesne de outros organismos
complexos tem sido interpretada de maneira incamp(®lattick 2011). Em parte esse
equivoco se deve ao conceito de que o fluxo danmE#gdo genética se dava principalmente
no sentido DNA-RNA—proteina, isto é, de maneira canbnica e unidiratiom que era
conhecido como o dogma central da biologia molecyfarick 1958). Até entéo,
argumentava-se que os RNAs tinham um papel limiddementos intermediarios desse
processo, enquanto as proteinas seriam as resppav exercer a maior parte das funcdes
estruturais, cataliticas e regulatorias das cél(Cagck 1958). Alguns anos depois, Crick
respondeu as criticas de que o dogma central eaasimplificacdo excessiva e esclareceu a
sua intencéo inicial. Ele atualizou o conceito ialicde modo que o RNA nao deveria ser
considerado apenas como um elemento funcionalaegito Uinico, mas teria um papel mais
versatil, o que possibilitaria que a informacadste de volta para o genoma (Crick 1970).

Embora o cenario da genética tenha amadurecidarttashas ultimas décadas, o
papel funcional dos RNAs permaneceu por muito tefopado exclusivamente na producao
de proteinas, com poucas excecbes notaveis (G:ged@7). Acreditava-se que o
transcriptoma dos eucariotos era composto por RM#feisageiros (MRNAs), RNAs
transportadores (tRNAs), RNAs ribossomais (rRNAspequenos RNAs nuclearesmall
nuclear RNAs, snRNA;small nucleolarRNAs, snoRNA), que exercem fungdes estruturais e
cataliticas no processamento do mRNA ou na traddgégroteinas. Entretanto, apenas uma
pequena fracdo do genoma humano, cerca de 2,28ésponde a esses produtos funcionais,
onde estéo presentes principalmente os mMRNAs (Ritbasant et al. 2005).

O sequenciamento de diversos genomas e os avaugrgeas de analises gendmicas
em larga escala tem revelado que a complexidadégiia ndo esta diretamente relacionada

ao numero de genes codificadores de proteinasudlges®ma (Taft, Pheasant et al. 2007).
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Por exemplo, o niumero de genes codificadores deipes estimado para eucariotos mais
complexos, como humanos e camundongos, € de 2020000 (Waterston, Lindblad-Toh
et al. 2002; Collins, Lander et al. 2004), sendaxppno do niumero de genes de eucariotos
ancestrais menos complexos cormoosophila e Caenorhabditis elegansjue possuem
13,000 e 19,000, respectivamente (Consortium 188@ms, Celniker et al. 2000). Apesar
das enormes diferencas fenotipicas na complexidatie esses organismos, ainda nao esta
totalmente claro onde estdo armazenadas as infoamagie programam o desenvolvimento e
como estas se diferem entre esses organismos.

O aumento das taxas dlicing alternativo, o uso de promotores e sitios de
terminacao alternativos, e os eventos de edicaBNi&s em organismos mais complexos
parecem responder pelas discrepancias que existieen & complexidade dos organismos e
sua diversidade genética, permitindo assim a es@oede um conjunto maior de isoformas de
proteinas (Nagasaki, Arita et al. 2005; Gingera372d aft, Pheasant et al. 2007; Farajollahi
and Maas 2010). Outro aspecto que pode responsis psrgunta, € o aumento da proporgao
de DNA néo codificador de proteinas presente nomendos organismos, que pode variar de
0,25% do DNA total no genoma de procariotos atésmgae 98% do DNA total no genoma
humano (Taft, Pheasant et al. 2007). Estas obs®sasugerem que novos RNAs né&o
codificadores (ncRNASs) originados destas regifessg@m fornecer um repertério maior de
moléculas com fung¢des regulatérias que permitirandesenvolvimento dos eucariotos
(Mattick 2007; Taft, Pheasant et al. 2007).

Diversas técnicas de estudo, baseadas em clonagequenciamento de bibliotecas de
cDNAs (Numata, Kanai et al. 2003; Ota, Suzuki e28D4; Carninci, Kasukawa et al. 2005;
Katayama, Tomaru et al. 2005)tilling arrays (Kapranov, Cawley et al. 2002; Rinn,
Euskirchen et al. 2003; Bertone, Stolc et al. 20Rdmpa, Cheng et al. 2004) e mais

recentemente sequenciamento em larga escala (@utaaber et al. 2010; Kapranov, St
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Laurent et al. 2010; Almeida, Amaral et al. 2012¢rbkr, Gerhardt et al. 2012), tém sido
utilizadas para investigar em larga escala a traggscdo genoma eucariético humano, ou por
exemplo deSchistosoma mansgndemonstrando que o transcriptoma de eucariotos €
surpreendentemente complexo. Ficou evidente quanacricdo ocorre principalmente em
regides nao codificadoras de proteinas, indican#oegta acontece de forma generalizada no
genoma eucaridtico (Mattick 2011). Esses transcpmdem ser expressos em ambas as fitas,
em regides intrénicas de genes codificadores deipas ou intergénicas, podendo apresentar
sitios alternativos de inicio de transcricdo e eteninacéosplicing alternativo e expressao
tecido especifica (Frith, Pheasant et al. 2005ndBiy Stamatoyannopoulos et al. 2007;
Kapranov, Willingham et al. 2007; Nakaya, Amaraaet2007; Ponting, Oliver et al. 2009).

O projeto ENCODE HEncyclopedia of DNA Elements Consortjunem 2007,
analisou 1% do genoma humano através de variagascimcluinddiling arrays genémicos
e sequenciamento de bibliotecas de cDNA, demornkiragque, se os dados fossem
extrapolados para o restante do genoma, pelo n&¥6sdo DNA gendmico seria transcrito
em diferentes células humanas, sendo que dest@ofigenas 1,2% € capaz de codificar
proteinas (Birney, Stamatoyannopoulos et al. 200@is recentemente essa analise foi
estendida para todo o genoma e os autores obserngra mais de 50% dos transcritos
anotados, que se originam de 75 % de todo o genaodw,tem potencial de codificar
proteinas (ENCODE, 2011). Do mesmo modo, a andlisetranscriptoma de outros
organismos eucariéticos mostrou que a transcrigiwrglizada do genoma nao € restrita
apenas a humanos, mas tem revelado, por exempop&jo menos 70% do genoma de
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegdesedura e camundongo sao transcritos
(Carninci, Kasukawa et al. 2005; David, Huber et 2006; Amaral and Mattick 2008;

Gerstein, Lu et al. 2010; Roy, Ernst et al. 2010).
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Essas descobertas tém alterado e expandido a camsfre da organizacdo dos
genomas eucarioticos, e tém sido utilizadas corganaento para apoiar a ideia de que 0s
ncRNAs contribuem com funcdes regulatérias essesnpera o0 ganho de complexidade, de
modo analogo aos mecanismos ja bem descritosptleing alternativo, utilizacdo de
promotores e sitios de terminacdo alternativos eliffnacbes poés-transcricionais (Tafft,
Pheasant et al. 2007). Dessa forma, varios estt&nsmostrado que os NncRNAs sao
regulados durante o desenvolvimento, possuem esgudecido especifica, localizam-se em
compartimentos subcelulares, séo regulados duoaritdo celular, estdo associados com uma
ampla variedade de doencas humanas, incluindo oecae se associam a complexos
proteicos remodeladores da cromatina (Reis, Nagagh 2004; Nakaya, Amaral et al. 2007;
Sunwoo, Dinger et al. 2009; Taft, Pang et al. 20@0ttman, Donaghey et al. 2011; Hung,
Wang et al. 2011; Tahira, Kubrusly et al. 2011)mAldisso, evidéncias de selecdo evolutiva
tém sido observadas em alguns ncRNAs (PonjavidirRpat al. 2007; Guttman, Amit et al.
2009; Ponting, Oliver et al. 2009; Marques and Pgn2014; Necsulea, Soumillon et al.
2014).

Contudo, existe um debate intenso na literaturaesolreal significado biol6gico da
transcricdo generalizada do genoma, motivado sl de que a maioria dos ncRNAs é
expressa em baixos niveis na célula, e de que a@r paite destes transcritos ainda nao foi
caracterizada funcionalmente. Essas questbes t&antéelo a hipotese de que estes
transcritos possam na verdade ser possiveis rtrattscricionais ou artefatos técnicos (Struhl
2007; van Bakel, Nislow et al. 2010). Recentemenitea nova técnica denominada RNA
Capture-Seqgue combina microarranjo de captura de cDNA e esegjamento em larga
escala para aumentar a sensibilidade de deteccéawadscriptoma enloci especificos
(Mercer, Gerhardt et al. 2012), possibilitou umaida resposta aos questionamentos

levantados principalmente por van Bakel e colalmesd Esses dados confirmaram que as
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regides intergénicas expressam uma grande varietattanscritos, e ainda revelaram novos
transcritos, que até entdo ndo tinham sido detestpdr nenhuma técnica disponivel, assim
como identificaram novas isoformas até agora ddsmpdas, mesmo para genes
codificadores de proteinas ja bem caracterizadscomaop53 e p73 (Mercer, Gerhardt et al.

2012).

1.3.Longos RNAs néo codificadores de proteinas em eudatios

RNAs nao codificadores de proteinas (ncRNAs) s&weancionalmente classificados
em ncRNAs longos (IncRNAs), quando possuem maR0@enucleotideos, e ncRNAs curtos,
guando possuem menos de 200 nucleotideos. EssHictgsio foi estabelecida com base em
uma pratica conveniente dos protocolos de purificate RNA, onde os RNAs menores que
200 nucleotideos geralmente sao excluidos (MeBiager et al. 2009). Dentre os ncRNAs
curtos (< 200 nt) incluem-se os mMiRNAs, siRNAswi-interacting RNAs (piRNAS),
pequenos RNAs associados a regides promotorasrectgado da transcricdo, entre outros
(Girard, Sachidanandam et al. 2006; Carthew andh®oner 2009; Fejes-Toth, Sotirova et
al. 2009; Taft, Glazov et al. 2009).

A literatura encontra-se muito bem povoada poraliais de ncRNAs curtos (< 200
nt), porém, nos ultimos anos tem havido um aumsigtuificativo no nimero de estudos que
tém reportado a funcionalidade e diversidade deN#s (> 200 nt) que mapeiam em regides
intrdnicas e intergénicas (Birney, Stamatoyannopowt al. 2007; Nakaya, Amaral et al.
2007; Dinger, Amaral et al. 2009; Kapranov, St lemiiret al. 2010). A definicdo e a
nomeacdo dos IncRNAs ainda estdo em processo dec@wona literatura, e diferentes
classes ou categorias de IncRNAs tém sido des¢weaght and Bruford 2011).

Algumas classes de IncRNAs ja tém sido bem estgdadaracterizadas. Uma delas é
a dos ncRNAs longos intergénicos (lincRNA), defosdcomo transcritos em uma regiao

distante pelo menos 1 kb de algum gene codificddgoroteina, e que podem ou néo sofrer
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splicing Outra classe é a dos ncRNAs longos antisenso (IAeRS), que possuem
sobreposicdo com introns de genes codificadorgsaleina, e podem ou ndo sofsglicing
Essas duas classes de IncCRNAs apresentam catadsrisemelhantes a dos mRNAs
codificadores de proteinas tais como: a presencasttatura cap na ponta 5 do RNA,
transcricdo a partir de uma regidao promotora indegete (identificada por meio da marca
de histona H3K4me3) e presenca da RNA Polimeras® Iitio de inicio de transcricdo
(TSS) (Guttman, Amit et al. 2009; Conley and Kingrdan 2012). Além disso, alguns
trabalhos tém mostrado que esses transcritos podamio ser poli-adenilados, e que podem
se acumular diferentemente no compartimento nuoleartoplasmatico da célula (Kapranov,
Cheng et al. 2007; Kapranov, St Laurent et al. 2010

Apesar do grande repertério dos IncRNAs no trapgmma, essas moléculas
apresentam de maneira geral uma baixa expressdond@ueomparada a dos genes
codificadores de proteinas, e muitos possuem esdwedecido especifica (Birney,
Stamatoyannopoulos et al. 2007; Cabili, Trapnelalet2011). Além disso, evidéncias tém
apontado para o envolvimento de IncRNAs com digedseencas humanas (Taft, Pang et al.
2010; Esteller 2011; Wapinski and Chang 2011), @ajppeente com o cancer (Prensner and
Chinnaiyan 2011; Reis and Verjovski-Almeida 201@iz30, Almeida et al. 2012; Cheetham,
Gruhl et al. 2013).

Os IncRNAs podem desempenhar papéis regulatériestraturais em importantes
processos bioldgicos, podendo atuar por meio dersid¢ mecanismos moleculares (Clark
and Mattick 2011; Wang, Song et al. 2011). De mangeral, ha fortes evidéncias que o
mecanismo de acdo dos INcCRNAs envolve a interagie esses RNAs e proteinas (Khalil
and Rinn 2011), especialmente proteinas que compéemplexos remodeladores da
cromatina com fungdes tanto ativadoras como reprassda expressao génica (Khalil,

Guttman et al. 2009; Flynn and Chang 2012). Algurabalhos tém indicado que além de
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interagir com estes complexos proteicos remodedsdda cromatina, os INCRNAs se ligam ao
DNA formando um hibrido RNA / DNA, guiando os combs para sitios especificos do
genoma para executar sua funcédo (Chu, Qu et al; 204ttick 2012; Beckedorff, Ayupe et

al. 2013). Por fim, alguns IncRNA podem promovettigacédo dos complexos proteicos alvos

mediante modificacOes alostéricas (Mattick 2012).

1.4.Longos RNAs néo codificadores de proteinas e apopgt®

LncRNAs séo protagonistas de grande importancieameer (Huarte and Rinn 2010;
Hung, Wang et al. 2011; Nie, Wu et al. 2012; ChaethGruhl et al. 2013; Luo, Tang et al.
2014). Apesar de ja terem sido bem reconhecidosocmguladores finos da expressao
génica, principalmente através do recrutamentondémas modificadoras de histonas e de
proteinas moduladoras de ligagdo a DNA que atudre ddiferentes genes e vias (Guttman
and Rinn 2012; Beckedorff, Amaral et al. 2013; Ku@glognori et al. 2013), o controle do
splicingalternativo do prée-mRNA d8CL-Xpor IncRNAs ainda néo foi investigado.

Alguns IncRNAs potencialmente oncogénicos (ou préegénicos) ou com funcdes
anti-apoptoticas tais como os INCRNREGEM], PANDAe CARLo-5ja foram identificados
(Mourtada-Maarabouni, Pickard et al. 2009; Hua@aitman et al. 2010; Luo, Tang et al.
2014), mas nenhum deles atua sobre a familia desgenti-apoptoticos d&CL-2 Do mesmo
modo, embora quatro INcRNAs com atividades suprassde tumor ou pré-apoptoticas
tenham sido bem caracterizados, os quais foram amtews déincRNA-p21 GASS ncRNA
CCND1eMEG3(Wang, Arai et al. 2008; Mourtada-Maarabouni, Bicket al. 2009; Huarte,
Guttman et al. 2010; Zhang, Rice et al. 2010), nemdeles atua diretamente sobre membros
da via apoptodica dBCL-2

Desde muito tempo ja € conhecido que os pequendss RiNcleares (SNRNAs) séo
essenciais para a modulacdo gdicing alternativo, juntamente com as proteir®ls e

hnRNPs, que sdo componentesspiticeossomoEmbora uma analise computacional tenha
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revelado uma extensa relacdo entre a expressaacB®&NAs e osplicing alternativo no
genoma humano (Morrissy, Griffith et al. 2011), @g® um numero muito limitado de
IncRNAs séo capazes de modular diretamente o macento alternativo de pré-mRNAs, e
sdo mencionados a seguir. Assim, foi mostrado quéanscrito endégeno e antisenso para o
N-mycforma um duplex RNA / RNA o que leva a retencaondimn 1 no mRNA deN-myc
(Krystal, Armstrong et al. 1990), no entanto, anffigado funcional dessgplicing alternativo
ainda ndo foi elucidado (Krystal, Armstrong et1l&90).

Além disso, osplicing alternativo do gene que codifica a proteina Faléenciado
pela transcricdo antisenso do IncRSAf(Yan, Hong et al. 2005), o que torna as célulais ma
resistentes a apoptose mediada por Fas, caraoswizeéSaf como um IncRNA com funcéo
anti-apoptética (Yan, Hong et al. 2005). De um medmelhante, um transcrito antisenso
regula osplicing de Zeb2 e contribui para 0 aumento na producdo da ptentogénica
Zeb2 em tumores humanos (Beltran, Puig et al. 2008) AT1 € o unico exemplo de um
IncRNA com potencial oncogénico (Ji, Diederichale003; Tripathi, Shen et al. 2013) que
age indiretamente sobre splicing alternativo através da modulacdo da fosforilacdo d
proteina SR (Tripathi, Ellis et al. 2010).

No presente trabalho, nds caracterizamos um nasRNA cujos niveis enddégenos
podem favorecer o acumulo da isoforma pré-apogt@tacprotein8CL-XS tendo assim uma
atividade supressora de tumor. Este INcCRNA é traosa partir doocus gendmico deBCL-

X, porém no sentido antisenso em relacdo ao mRNBQieX e foi nomeado deNXS para
intronic BCL-XS-induzing IncRNADs nossos resultados apontam fortementgXs como
um mediador fundamental da apoptose, que integ@ordicdes ambientais prejudiciais a
célula aos eventos moleculares que levam a maod&acéDeOcesano-Pereira, Amaral et al.

2014).
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2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo geral

Este trabalho buscou caracterizar estrutural ednatmente dNXS um longo RNA néo
codificador de proteinas intrénicauaspliced expresso na orientagdo antisenso ao Be€ie
X. Para isso, foi investigado o envolvimento dess®NA nos mecanismos regulatérios que
levam aosplicing alternativo do pré-mRNA dBCL-X e o fendtipo gerado por esse tipo de

controle pds-transcricional.

2.2.0bjetivos especificos

1. Caracterizar dNXSquanto a sua expressao antisenso, seu possivelitarmampleto,
sua biogénese, presenca da modificacdo cap Fjlestde, localizacdo subcelular e
abundancia absoluta e relativa em linhagens cekjlar

2. ldentificar e caracterizar a regido promotoral XS para validar este IncRNA como
uma unidade transcricional independente;

3. Avaliar os efeitos da super-expressao &mlockdowndo INXS sobre a expressao das
isoformas deBCL-X;

4. Identificar o possivel mecanismo de regulacasplecing do pre-mRNA deBCL-X
pelo INCRNAINXS

5. Identificar o fenétipo da super-expressao kmockdowndo INXS em culturas de
células humanas tumorais e n&do tumorais e o dtaitnonal desse INcRNA como um

possivel supressor tumoialvivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Linhagens celulares humanas e condi¢gdes de cultivo

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizadbdinhagens celulares humanas
diferentes. Todas as linhagens foram adquiridasAd&C (American Type Culture
Collection) e cultivadas a 37TC em atmosfera de 5% de £€&m meio de cultura apropriado e
especifico, conforme determinado pela ATCC. A ppaklinhagem celular humana utilizada
foi a 786-0, derivada de adenocarcinoma de cétldamas de rim, que é amplamente utilizada
pela comunidade cientifica para diversos estudgsdémais linhagens celulares utilizadas
foram HEK293 (célula embrionéria de rim); RC-12él¢ta ndo tumoral de rim); HK2 (célula
nao tumoral de rim); CakKi-1 (célula tumoral de rim§9-P (célula tumoral de rim); THLE-3
(célula ndo tumoral de figado); HepG2 (célula tumhate figado); MCF10A (célula néo
tumoral de mama); MCF7 (célula tumoral de mama)lLaHécélula de adenocarcinoma
cervical); RWPE-1 (célula ndo tumoral de préstat&yCaP (célula tumoral de préstata);
DU145 (célula tumoral de préstata) e PC3 (céluladral de préstata). Este conjunto de
linhagens foi utilizado nos experimentos de RT-HitRespecifica descrito no item 3.9.2 e a
linhagem 786-0O também foi utilizada nos experimgmte apoptose descritos no item 3.19 e
nos ensaios de tumorigénése/ivo no item 3.23.

O meio de cultura recomendado e utilizado paranhaiem 786-O foi DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle MediyniCultilab) suplementado com 10% de SFB (v/v) ¢sor
fetal bovino) (Cultilab), bicarbonato de sodio §/2, glicose 4,2 g/L e com os antibioticos
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mAs linhagens HK2, RC-124, HepG2,
769-P, CakKi-1, MCF7, HEK293 e HelLa foram mantidas eeio de cultura DMEM
(Cultilab) contendo 10% de SFB (v/v) (Cultilab).lihkhagem PC3 foi mantida em meio de
cultura DMEM/F12 (Cultilab). THLE-3 foi mantida emeio BEGM Bullet Kit Bronchial

Epithelial Growth Medium(Lonza) sem a adicdo de gentamicina/anfoteri¢i®a), com a
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adicdo de 5 ng/mL de epinefrina (Sigma) e 70 ngdalEGF (Sigma) contendo 10% de SFB
(v/v) (Cultilab). MCF10A foi mantida em meio HAM/B1(Cultilab) suplementado com EGF
(Sigma), toxina colérica (Sigma), insulina (Sigmagrocortisona (Sigma) e 5% de soro de
cavalo (v/v) (Cultilab). RWPE-1 foi mantida em meéeSFM (Keratinocyte Serum Free
Medium) (Gibco), suplementado com BPE (Gibco) e EGF (Gibé linhagem LNCaP foi
mantida em meio RPMIRoswell Park Memorial Institute MedigniGibco) suplementado
com 10% de SFB (v/v) (Cultilab). Para a manutend@® células em cultura, ao atingirem
80% de confluéncia da densidade de saturacéo @ias flavadas com solucéo salina PBS
(Phosphate Buffered SalingNaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, N&dPQO, 1,5 mM, pH 7,2) e
subcultivadas apés o uso de solucao de tripsinaAEMT% (Cultilab). Os estoques celulares
foram mantidos no meio de cultivo com 10% de DMSidnétilsulféxido) (Sigma) e

armazenados em freezer a °80

3.2.Biogénese pela RNA Polimerase Il e ensaio de estatade

Para os experimentos de inibicdo da RNA Polimela@@NAP II), as células foram
semeadas (2 x {@élulas da linhagem HelLa em placas de 56) @ncultivadas por 24 h,
quando o meio de cultura foi trocado por meio fesontendoa-amanitina (Sigma) 50
ug/mL ou com o veiculo (30 MilliQ estéril) e tratadas por 9 h (Lee, Kim dt 2004,
Nakaya, Amaral et al. 2007; Raha, Wang et al. 20R8)a os experimentos de meia vida, as
células foram semeadas (2 x°Hélulas HelLa em placas 56 Yne cultivadas por 24 h,
quando o meio de cultura foi trocado por meio fsesom actinomicina-D (Invitrogen) 10
ug/mL ou com o veiculo (DMSO) e coletadas em difmenempos: 0, 1, 3, 6 e 8 h
(Ebralidze, Guibal et al. 2008). Apos os tratamgnés células foram coletadas e o RNA total
foi extraido conforme descrito no item 3.6.

Para o ensaio de inibicdo da RNAP II, RT-qPCR &allizado pardNXS ACTB e

MYC, sendo que os dois ultimos foram utilizados conomtroles positivos, pois séo
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transcritos pela RNAP II. Em paralelo, também eatios RT-gPCR para os transcrijose-
tRNAY" (tRNA da tirosina) & SK (um pequeno RNA nuclear), ambos transcritos pelé& RN
Polimerase Il (RNAP IIl) e portanto foram utilizagl como controles negativos. Os
resultados foram normalizados utilizando o niveb8eRNAPara o ensaio de decaimento, em
cada ponto de tempo os niveis IXS e MYC foram medidos utilizando RT-gPCR. Nesse
caso, os dados de expressdo foram normalizadasnp@mamostra ndo tratada. O g&héC

foi utilizado como controle experimental, ja queestimativa de sua meia-vida € bem
documentada (Dani, Blanchard et al. 1984; He, Lliiuale 2000). Os oligonucleotideos

iniciadores usados estao listados na Tabela 1.

3.3.Andlise da presenca de modificagdo cap 5' por ensaenzimatico

A enzimaTobacco Acid Pyrophospahata§EAP; Epicentre Biotechnologies) cliva a
ligacdo pirofosfato entre o 5’P do nucleotideo ntato RNA com o 5P da estrutura cap,
uma guanosina-5'P metilada 5'-terminal, eliminamdoap e deixando um 5’-monofosfato
livre na extremidade 5' do RNA. A enzimarminator 5'-Phosphate-Dependent Exonuclease
(5'-Exo; Epicentre Biotechnologies) € uma exonwsgegtamente processiva na direcae»5'
3' que digere RNAs 5'- monofosfato, mas néo diggéAs com cap 5'. Inicialmente, 5 pg de
RNA total de células HelLa foram tratados com 15alkdzimarobacco(TAP), na presenca
de 40 U do inibidor de RNAse RNAseOUT (Invitrogehjrante 2 h a 37C. Em paralelo,
foram feitos dois tratamentos sem a enzima TAPdse&ue um deles foi utilizado como
controle negativo e o outro foi submetido a proxetegpa de clivagem enzimatica pela 5'-Exo
(TAP/5'-Ex0’). Apoés isso, as 3 amostras foram purificadas usaRNeasy Micro Kit
(Qiagen), de acordo com o protocolo do fabrica®eRNA recuperado apos o tratamento
com TAP foi submetido ao tratamento com a enziraxb' (1 U para 1 ug de RNA), na
presenca de 40 U de RNAseOUT (Invitrogen) (TIBRPEXG), 2 h a 37°C. A amostra TAP

/5'-Ex0” foi sujeita a0 mesmo tratamento enzimatico conEx®; enquanto o controle
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negativo foi novamente submetido as mesmas corgld®eeacao, exceto pelo fato de néo ter
sido tratado com as enzimas (TAREX0). Posteriormente, as amostras foram purificadas

usando RNeasy Micro Kit (Qiagen) de acordo comabgmolo estabelecido pelo fabricante.

3.4.Amostras dos pacientes com tumores de rim
Amostras dos tecidos de carcinoma de células remaiss tecidos ndo tumorais
adjacentes foram cedidas pelo do banco de teca@sn-congelados do Hospital do Cancer,
Instituto Nacional de Cancer, Rio de Janeiro. Essamstras foram obtidas com o
consentimento formal dos pacientes antes de sarbmedidos a nefrectomia radical e foram
congelados em nitrogénio liquido em menos de 10 aminmesseccdo. As amostras foram
analisadas de forma anénima. A extracao de RNAeatindos, a verificacdo da integridade do

RNA e os ensaios de RT-gPCR foram feitos como desws itens 3.6, 3,7 e 3.10.2.

3.5.Animais

Camundongos atimicos da linhagem BALB/c Nude doo sexinino entre 4 e 6
semanas de idade, pesando 20 - 24g, foram obtigagtia da Area de Producdo Animal do
Instituto de Quimica da Universidade de S&o Pade. animais foram monitorados
diariamente e mantidos sob condi¢Bes especifieadois de agentes patogénicos. Todos os
experimentos foram realizados em conformidade cemliratrizes e regulamentos nacionais,
de acordo com os Principios Eticos na Experimentalgi Animais adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA). Essesaios também foram aprovados pelo
Comité Interno de Cuidados no Uso de Animais dbtlrie de Quimica, Universidade de Séao

Paulo (Anexo Il).

3.6. Extrac&do de RNA, purificagéo e tratamento com DNas
As células foram cultivadas em frascos e / ou fmsrapropriadas até a confluéncia

desejada, lavadas com PBS e descoladas da supddifiasco com 0,1% de tripsina-EDTA
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seguida da adicdo de meio de cultura contendo &kRpenas removida do frasco raspando
as células congell scraperna presenca de PBS (no caso dos tratamentos-@mnanitina e
actinomicina-D, itens 3.2 e 3.3). Em seguida, dsla® foram coletadas por centrifugacdo a
325 x g por 5 min e o sobrenadante foi removidos€#mentos de células foram utilizados
imediatamente (no caso do fracionamento celulam i8.12) ou mantidos a -8C até a
extracdo de RNA total. O isolamento do RNA foi imado utilizando TRizol (Invitrogen), de
acordo com as especificacbes do fabricante, e celeid um volume de 100 pL de agua
tratada com DEPC (Invitrogen). Posteriormente, oARMI submetido a uma etapa de
purificacdo e tratamento com DNAsel utilizando bRNAspin (GE Healthcare), de acordo
com o protocolo do fabricante, alterando-se apen@snpo de incubacdo com a DNAsel de

15 min para 1 h. O RNA purificado foi armazenad8@°C.

3.7.Avaliacao da integridade do RNA

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

O RNA foi analisado quanto a sua integridade uw@tildo-se o equipamento
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), que realizma eletroforese capilar de alta
resolucdo. A integridade das amostras foi aval@mta o programa 2100 Expert (Agilent
Technologies). Este programa atribui um valor deegndade de RNA RNA Integrity
Number,RIN), que permite uma estimativa da integridade alaostras de RNA por meio da
analise das intensidades das bandas de todo ddratzroforético da amostra, e ndo apenas
da razdo entre as bandas dos RNAs ribossomais.aép@mostras que tinham uma boa
integridade (RIN > 7) foram utilizadas em todo®rperimentos.

Por outro lado, apenas RNAs que ndo apresentaratancmacao residual com DNA

gendmico foram utilizados para todos os ensaiosrities nesse trabalho. Para certificar a
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auséncia de DNA gendmico nas amostras de RNAg#izada uma PCRBnd-point(50 pL,

com 40 ciclos) do gene-Tubulina TUBA1Q utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos (Tabela 1), que flanqueiam um introngdoe, e 1 ug de RNA total de cada
amostra, sem transcricdo reversa, como molde p&@Ra(conforme sera descrito no item

3.10.1).

3.8.Desenho dos oligonucleotideos iniciadoreBr{mers)

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nos BPQRs ensaios de transcricao
reversa fita-especifica, de confirmacéo de clonagtampresenca da modificacdo estrutural
5'cap, devRACE-PCR e de deteccdo do RNA na imumgutacdo de complexos
ribonucleoproteicos (RIP) foram desenhados utiicam programaPrimer3 (Rozen and
Skaletsky 2000) e estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nos PGRs experimentos de RT-fita

especifica, clonagem, ensaio para a presenca de, RACE-PCR e RIP.

Nome dos

Alvo oligonucleotideos Sequéncia
iniciadores

RT-fita especifica

NXS INXS_Senso/Forward CCCCCTCCAGGTACCAGAAC
INXS_Antisenso/Reverse | CCACTGGTGCTTTCGATTTGA

Clonagem (em vetores de super-expressao 0¥XS e de ensaio de promotor)

INXS_Nhel_P® AGTAGCTAGCGTGGTGAAATGAGGCCAGTC
XS INXS_Xhol_R° TTATCTCGAGCAGGAAAACGTGGTCTCAGC
Promotor Prom_INXS_Hindlll_AS-F | AGTAAAGCTTTGCCAGCAAACAGTGCTT
antisenso Prom_INXS_Nhel AS R | TTATGCTAGCAAGAGGTTAACTCCTTGGAAATAC

Prom_INXS_Nhel S E | TTATGCTAGCTGCCAGCAAACAGTGCTT
Prom_INXS_Hindlll_ S R | AGTAAAGCTTAAGAGGTTAACTCCTTGGAAATAC
Fragmento Frag_Prom_INXS_AS ¥ | AGTAAAGCTTTGCCAGCAAACAGTGCTT
antisenso Frag_Prom_INXS_AS R | TTATGCTAGCTGAGAATTGTCAGATTTTGGG

Promotor senso

PCR (para avaliar contaminacdo com DNA gendmico)

a-Tubulina_RT_F TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG
a-Tubulina_RT_R AGTGCCAGTGCGAACTTCATC

TUBA1C
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Ensaio da presenca da estrutura 5’cap
INXS_RT_F CCCCCTCCAGGTACCAGAAC

XS INXS_RT_R CCACTGGTGCTTTCGATTTGA
ACTB_RT_F CGAGGCCCCCCTGAAC

ACTB ACTB_RT_R GCCAGAGGCGTACAGGGATA

ye MYC_RT_F TCAAGAGGTGCCACGTCTCC
MYC_RT_R TCTTGGCAGCAGGATAGTCCTT

oreARNAY pre-tRNAY"_RT_F AAAAAACCGCACTTGTCTCCTTCG
pre-tRNAY"_RT_R CCTTCGATAGCTCAGCTGGTAGAG
7SK_RT_F GACATCTGTCACCCCATTGA

rsK 7SK_RT_R GCGCAGCTACTCGTATACCC

RACE-PCR

NS 5'RACE_Outer CTCCTCTCCCGACCTGTGATACAAAAG
5'RACE_Inner GAGATTCAGAGTCCACTGGTGCTTTCG

NS 3'RACE_Outer CCTAAAGGGACTTCTCAATGGGGTTC
3'RACE_Inner CTTCTCGAGCTCACTAGGCCGGGTA

Deteccdo do RNA na imunoprecipitacdo de complexogonucleoproteicos (RIP)
INXS_RT_RIP_F CCCCCTCCAGGTACCAGAAC

XS INXS_RT_RIP_R CCACTGGTGCTTTCGATTTGA
BCL-X_RT_RIP_F ATGTCTCAGAGCAACCGGGAGCTG

BeLX BCL-X_RT_RIP_R TCATTTCCGACTAAGGTGAGCC
BCL-2_RT_RIP_F GGTGGAGCTCTTCAGG

BeL-2 BCL-2_RT_RIP_R ACAGTTCCAAGGCATCC

8 A sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores cmftes sitios de restricdo das endonucleasesadtiiznas

clonagens pode ser vista pelas sequéncias suldishad

Para os experimentos que utilizaram a técnica dB BGantitativo (QPCR), o0s
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados rogramaPrimer Express 3.{Applied

Biosystems), de acordo com os parametros padegide descritos na tabela 2.
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Nome dos
Alvo oligonucleotideos Sequéncia
iniciadores
gPCR
NS INXS_RT_F CCCCCTCCAGGTACCAGAAC
INXS_RT_R CCACTGGTGCTTTCGATTTGA
BCLXL BCL-XL_RT_F TAAACTGGGGTCGCATTGTG
BCL-XL_RT_R AGGTAAGTGGCCATCCAAGC
BOLXS BCL-XS_RT_F GCAGTAAAGCAAGCGCTGAG
BCL-XS_RT_R GTTCCACAAAAGTATCCTGTTCAAAG
BCLX BCL-X_RT_F CACAGCAGCAGTTTGGATGC
BCL-X_RT_R ATATGCTGTCCCTGGGGTGA
ANRASSF1_RT_F GGCAATTAGAACGCTCCTTG
ANRASSF1
ANRASSF1_RT_R CTGTGCTAGGCGATAGAGATCC
CCDN1-vl_RT_F CCAGAGTGATCAAGTGTGAC
CCDN1-v1
CCDN1-vl_RT_R GGGACATCACCCTCACTTAC
SRSF1-vl_RT_F TGCTACGGCTTCTGCTACGA
SRSF1-v1
SRSF1-vl_RT_R GATCTCATGAGGGAGAAACTGCC
SRSF1-v2_RT_F CCCGGATGTAGGCAGTTTCT
SRSF1-v2
SRSF1-v2_RT_R TTCAGGCAAGGTTGTCCAAG
SNORD15A _RT_F GAAGAGATGATGACGAGTCTGACT
SNORD15A
SNORD15A_RT_R GAAATTACTTCAACCAGGGCTCTTT
TUBALC TUBALC_RT_F TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG
TUBALC_RT_R AGTGCCAGTGCCAACTTCATC
RNA pre-tRNAY"_RT_F AAAAAACCGCACTTGTCTCCTTCG
re-
P pre-tRNAY"_RT_R CCTTCGATAGCTCAGCTGGTAGAG
S RNA 5S-rRNA_RT_F AGGCGCCTCCTTCAGCGTCT
-
5S-rRNA_RT_R CAGGCGGTCTCCCATCCAAG
18S rRNA_RT_F GCAGGCGCGGGTAACC
18S rRNA
18S rRNA_RT_R AAGCTTATGACCCGCACTTACTG
2K 7SK_RT_F GACATCTGTCACCCCATTGA
7SK_RT_R GCGCAGCTACTCGTATACCC
ACTE ACTB_RT_F CGAGGCCCCCCTGAAC
ACTB_RT_R GCCAGAGGCGTACAGGGATA
MyC MYC_RT_F TCAAGAGGTGCCACGTCTCC
MYC_RT_R TCTTGGCAGCAGGATAGTCCTT
GAPDH GAPDH_RT_F TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH_RT_R GGCATGGACTGTGGTCATGAG
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HPRT1_RT_F TGAGGATTTGGAAAGGGTGT
HPRT1_RT_R GAGCACACAGAGGGCTACAA

HPRT1

3.9. Transcrigdo reversa e sintese de cDNA

3.9.1. Transcricao reversa com oligo-dT(20)

Para a transcricdo reversa e sintese de cDNAifitples foi utilizado 1 pg de RNA
total de cada condicdo experimental. Cada amostraanscrita com o kit SuperScript Il
First Strand Synthesis Mix (Invitrogen), utilizanddigonucleotideos iniciadores oligo-
dT(20), segundo as recomendacbes do fabricante, icoubacdo a 56C. E importante
mencionar que uma pré-incubacdo de 3 min 8G%oi introduzida no protocolo, antes da
fase de anelamento, para desnaturar completameRNA0 Apos o término da fase de
anelamento, a reacéo foi mantida &60para a adicdo da enzima em tamp&o pré-aquecido a

50°C, eliminando-se a etapa de resfriamento no geloride no protocolo do fabricante.

3.9.2. Transcricao reversa fita especifica

Para validar a hipétese de quéNXSera um transcrito antisenso, foi realizada uma
transcricdo reversa fita-especifica utilizando afigcleotideos iniciadores especificos
complementares a sequéncia gendmica da fita mais dita menos nocusdo geneNXS
em regides que tivessem sobreposicéo apenas comnars do gene codificador de proteinas
BCL-X conforme indicado na Figura 2. Para essas reafgiagilizado 3 pg de RNA total
das linhagens de células testadas Eranscriptase ReverséSuperScript Il First Strand
Synthesis Mix, Invitrogen) segundo as recomendadddsbricante, com incubagdo a %3
Uma pré-incubacdo de 3 min a 86 foi introduzida no protocolo durante a fase de
anelamento, para desnaturar completamente o RNAs Aptérmino desta fase a reacédo foi
mantida a 58C, para entdo acrescentar a enzima, eliminandoesapa de resfriamento no
gelo. Como controle adicional, uma transcricéo n&veem oligonucleotideos iniciadores (-

primer) foi incluida para mostrar que o cDNA gerado naangé artefato causado por
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iniciadores gerados a partir do auto-anelamentaondeRNA. Em paralelo, também foi feito
um outro controle contendo todos os elementos séres a sintese do cDNA, exceto a
enzima Transcriptase Reversa (- RT), para verifioara auséncia de DNA gendmico nas

amostras de RNA.

3.10. Reacédo da Polimerase em Cadei&dlymerase Chain Reaction - PCR)

3.10.1. PCR

Para amplificacdo dos transcritos de interesserdalizada reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando-se 0,2 uM de oligonoitteos iniciadores especificos para cada
transcrito, 5 pL do produto da reacdo de RT desextma, e 1 U d&aq Polimeraseem 10
pL deGoTaq Green Master MigPromega), segundo as instrugdes do fabricaniezdutse
250 ng de DNA gendmico de células 786-O como ctepositivo das reacdes e® DEPC
(Invitrogen) como controle negativo. O produto dagéo foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1,7% contendo brometo de etidequdrBL em tampédo TAE (Tris-Acetato 40
mM, EDTA 1 mM). O produto da reacao foi visualizaelm um fotodocumentador MiniBis
Pro (DNR Bio-lImaging Systems) sob luz UV e as inmeg&ram adquiridas através do

programa GelCapture (DNR Bio-Imaging Systems).

3.10.2. PCR quantitativa em tempo real — quantificacéo reldva
As reacOes das PCRs em tempo real (QPCR) parantifmpagéo relativa foram feitas
em triplicata em um volume de 20 pL contendo 10delSybr Green Master MikApplied
Biosystems), 5 pL de cDNA da transcricdo reversd) (Rdiluido 1:8) e 3,2 uM de
oligonucleotideos iniciadoreBoward e Reverseespecificos para cada gene. A reacdo foi
realizada no aparelho 7500 Real-Time PCR Systenpliggp Biosystems) utilizando os

parametros padrdo do equipamento.
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O ciclo da PCR no qual a intensidade de fluoresaé&haSybr Greenligado a dupla
fita de DNA amplificado, € detectada determina odGt gene Cycle threshold —ciclo
referéncia). Este Ct € uma medida relativa da dpexate inicial de moléculas do transcrito
alvo presente no cDNA ou DNA gendmico analisadaar@a menor o Ct, mais abundante € o
transcrito. Para tornar as medidas de expressapacameis entre as amostras usa-se como
referéncia o Ct de um gene constitutivo ou quetedba sua expressao alterada nas diferentes
condicbes de estudo. B5 rRNAfoi utilizado como normalizador no experimento ae
amanitina, o gen&APDH como normalizador nos demais experimentos em tliEou-se
cDNA, exceto nos RNAs extraidos a partir dos xemaies parafinizados, onde utilizamos
como referéncia o gedPRT1

Calcula-se o delta-CtACt) pela diferenca entre a média das triplicata&pligas
técnicas) do Ct do gene em analise e o Ct médigede normalizador. A partir dos valores
de ACt calcula-se o valor de delta-delta-@GACt) que consiste na subtracdo 4Gt obtido
nas diferentes condicdes testadas (tratamentote)nA diferenca de expresséao relativa do
gene em estuddpld change é calculada como™2 (considerando-se que os iniciadores
possuem uma eficiéncia similar e alta, como pregigm testada). Para a analise de meia-
vida, ofold changefoi calculado a partir do delta-Ct obtido peleed#nca entre a média do Ct
detectado para o gene em anadlise das célulasasatadn actinomicina-D e o Ct médio do
mesmo gene detectado em células controle ndo dmatal significAncia estatistica da
diferenca de expressédo dos transcritos testadafRgoR entre condi¢des distintas (tratamento
e controle) foi medida utilizando o teste t de &hidpareado, bicaudal, homocedastico),
considerando-se como limiar de significan@avalor <0,05. Neste teste, foram considerados
os valores médios d&Ct de cada condicdo, referentes a pelo menos Baspbioldgicas

independentes.
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3.10.3. PCR quantitativa em tempo real — quantificacéo abdata

Foi quantificado o numero absoluto de moléculagrdoscritoINXS em diferentes
linhagens celulares tumorais e ndo tumorais. Aséouths delNXS foram medidas em
amostras de cDNAs obtidas a partir de RNAs extgtkum painel de linhagens celulares
usandoSybr Green Master MikApplied Biosystems). Para isso, foi construidaviammente
uma curva de calibracdo a partir do produto de RDRdo pela amplificacdo de um
fragmento ddNXS Conhecendo-se o tamanho aaplicon a quantidade em ng do produto
obtido da PCR e a massa molar de um par de basesattulamos o numero de moléculas
presentes em cada ponto da curva obtida apos lmgidiseriada (fator de diluicdo 10 vezes
a cada diluicdo da série). A partir disso, fomgsazas de inferir por interpolacdo na curva de
calibracdo quantas moléculas XS estavam presentes em cada linhagem celular azaliad
Foi utilizado cDNA gerado através de transcrica®rea (RT) fita-especifica usando 3 pug de
RNA total em um volume de 20 pL de RT usando adoaptase SuperScript Il (Invitrogen)

e 0s iniciadores especificos paralMXS (Antisense/Reverseseguido por gPCR com o
mesmo oligonucleotideo iniciadokritisense/Reverseais o iniciadoSense/Forwardcomo
descrito na Tabela 1). Foram usados 5 L da rede®T depois de diluida 8 vezes ea®OH
DEPC. Esse é um método interessante, pois alémedebesn reprodutivel elimina a
necessidade de um gene de referéncia que funcemnebtre todas as linhagens celulares em
estudo.

Para estimar o numero de copiasINXS e das isoformas dBCL-X na linhagem
celular tumoral 786-0O, assumiu-se 20 pg de RNA fmba célula; o nivel absoluto dBIXS
(236 copias por ng de RNA total) corresponde aacdec5 copias diNXSpor célula. Usando
as abundancias relativas (valores de CtiNKS BCL-XSe BCL-XL que foram medidos sob
as mesmas condi¢cdes na linhagem 786-O (oligo-ddousa transcricdo reversa e a mesma

guantidade dénput de cDNA no gPCR) estimou-se aproximadamente 2svezaimero de
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copias doBCL-XSpor célula (12 cépias por célula) enquantB@L-XL foi 35 vezes mais

elevada em comparacéo cortiNXS (167 copias por célula).

3.11. RACE-PCR

Para determinar o tamanho completo do transcritsaies de RACE Rapid
Amplification of cDNA Endsforam realizados para obtencdo da sequénciaxtiEsredades
5e 3" doINXS Foi utilizado cDNA comercial de rim de fetos humma Human Fetal
Marathon-Ready cDNAClontech, No. 639323) preparado a partir de RAp(+) extraido
de umpool de 59 rins de fetos abortados espontaneamente dal@givantage 2 Polymerase
(Clontech). Essa biblioteca de cDNA contem 2 adbpts diferentes, um em cada uma das
extremidades dos transcritos. O protocolo de ammaiifio por RACE (5" e 3) foi feito de
acordo com as recomendacbes do fabricante. Doigomicleotideos especificos
complementares a sequéncia @¥XS foram desenhados ancorados em suas pontas,
orientados para as extremidades da mensagem, da #ipossibilitar a utilizacdo de cada
oligonucleotideo em reacdes de PCR sequenchéstéd, em par com o nucleotideo
complementar ao adaptador da biblioteca; as reagssdaumentam a especificidade dos
produtos gerados; os oligonucleotideos estédo descra tabela 1.

Além disso, para obter a possivel sequéncia fimakextremidade 5  do transcrito
realizamos predicdesn silico para identificar o possivel local do inicio dansericdo (TSS)

do INXS com o programa TSSWhitp://www.softberry.cor)) utilizando como entrada a

sequencia da regido identificada como provavel ptora do gené&NXS ver item 3.15.

3.12. Fracionamento celular
Para a obtencdo de RNAs que estejam enriquecidogicleo e no citoplasma das
células, realizamos o fracionamento celular de dmcotom o protocolo descrito por
Topisirovic et al. (Topisirovic, Culjkovic et al0R3). As células (3 x TPforam coletadas e

sedimentadas, em seguida foram lavadas em PBS4pgklado, ressuspendidas gentilmente
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em tampéo de lise (Tris pH 8,4 10 mM, NaCl 140 nMgCl, 1,5 mM, 0,5% NP-40, DTT
(ditiotreitol) 1 mM, e RNasin 100 U/mL) (Promeg&))ncubadas em gelo durante 5 min. A
eficiéncia da lise, presenca de células intastsisusnucleos livres, foi verificada através da
analise de uma aliquota de 1 pL do lisado por meopia de luz visivel, utilizando o
microscopio Olympus CKX41. Em seguida, as suspensékilares foram centrifugadas a
1.000 g durante 5 min a°C e o sobrenadante foi coletado como fragdo cisopddica. Os
sedimentos (fracdes nucleares) foram ressuspendiddampao de lise acrescido de 3,3% de
deoxicolato de sodio e 6,6% de Tween 40 e subnwefidama nova centrifugacédo a 1.000 g
para remocado completa de provaveis resquiciosagadrcitoplasmatica. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi coletado como fragddear. As fracdes nucleares e
citoplasmaticas foram ressuspendidas em 1 mL e 4 daeL TRizol (Invitrogen),
respectivamente, e armazenadas a°@B00 RNA foi utilizado para a transcrigdo reversa e
gPCR como descrito no item 3.10.2. Os resultad@srfanormalizados em relacdo ao nivel de
expressdo ddGAPDH detectado na mesma fracdo, quer citoplasméticanumlear (de
Almeida, Garcia-Sacristan et al. 2010). Como cdesréoram utilizados o enriquecimento do
MALAT1 (Tripathi, Ellis et al. 2010) e d#6S rRNAna fracdo nuclear por RT-gPCR elRS5
rRNA na fracao citoplasmatica. Foi feito tamb@mstern blottingdos extratos proteicos das
fracOes, e detectamos a proteina GAPDH (Sigma, &8rf-GAPDH Ab) apenas na fracao
citoplasmatica e a histona H3 (Millipore, 06-59918i-@cetil-histona H3 Ab) apenas na fragcéo

nuclear.

3.13. Inducéo da expressao enddgena do INCRNAAIXS
As células tumorais da linhagem 786-O foram senwaa placas de 100 mm e
posteriormente expostas a radiacdo UV-C por 40 5 dnf.s’ imediatamente apds a
substituicdo do meio de cultura por PBS. Subsequeite, essas células foram cultivadas

em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de PWB) por até 24 h. Para
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knockdowrdo INXS seguido da sua inducdo por UV-C, foram usadasaplde 60 mm com
células em uma confluéncia de 80%, e&rmckdowndo INXS (ver item 3.17) foi feito
imediatamente antes da exposicdo a luz UV-C. Pamasaio do carenciamento de SFB, as
células foram cultivadas durante 24 h em diferentegentracdes de SFB (v/v), tal como
indicado nas figuras. Para o tratamento com a daogaumoral sulforafano (SFN), 50 uM
de D,L-sulforafano (Sigma) foi adicionado as c&duidan meio DMEM com 10% de SFB (v/v)

e cultivadas por até 24 h.

3.14. Clonagem molecular

Apos a amplificacdo dos transcritos de interesseP&R, o produto da reacao foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,7%rmmbrometo de etideo QU/mL em
tampé&o TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM). O pradwa reacdo no gel de agarose foi
visualizado em um fotodocumentador MiniBis Pro (DERR-Imaging Systems) sob luz UV.
As bandas correspondentes aos produtos de PCR®litichm cortadas do gel e purificadas
com o kit Quiack Gel Extraction (Qiagen), de acombmm o protocolo do fabricante. Os
produtos da PCR purificados foram clonados em pGEBR&sy Vector System (Promega), de
acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. §aguida, foi realizada a dialise das
reacOes de ligacdo (plasmideo + inserto) por dlizartdo-se uma membrana VS de 0,025
pm (Millipore) para a remocao dos sais da reacédoeakgao dialisada foi utilizada para a
transformacé@o de células competentesEdeherichia coli cepa DH10B (Invitrogen), via
eletroporagdo. Imediatamente apos a eletropord@iglL de meio SOC (bacto-triptona 20
mg/mL, extrato de levedura 5 mg/mL, NaCl 0,584 mig/tdCl 0,186 mg/mL, Mgd 10
mM, MgS0O4 10 mM, glicose 20 mM, pH 7,0) foram adi@ados as células recuperadas das
cubetas de eletroporacdo, as quais foram incubad2g°C por 1 h. Posteriormente, as
bactérias foram semeadas em meio LB-agar (pepteneaseina 1%, extrato de levedura

0,5%, NaCl 1%, agar bacteriolégico 1,4%, pH 7,0tendo ampicilina (10 mg/mL), X-Gal
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20 mg/mL B-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranosidee IPTG 20 mg/mL
(Isopropyl-D-1-thiogalactopyranoside e entdo mantidas a 8C durante 14 h. As colbnias
selecionadas foram coletadas e inoculadas em 5amhaio LB liquido com ampicilina (10
mg/mL) a 37°C, durante uma noite, com agitacdo constante deREN. A extracdo do
DNA plasmidial contendo o inserto foi realizada corRlasmid Mini Kit (Qiagen), de acordo
com o protocolo do fabricante. O DNA obtido foi gtiicado por sua densidade Optica a
260nm e sua pureza foi atestada pela razédo 2601288s medidas foram realizadas no
espectrofotdometro NanoDrop (Thermo Scientific). émstrucbes foram utilizadas para a
preparacdo dos vetores de transfeccdo do ensgmwod®tor e super-expressao XS
como descrito a seguir nos itens 3.15 e 3.16 e paguenciamento dos produtos de
amplificacéo por PCR.

O sequenciamento foi realizado no aparelho ABI RREL00 (Applied Biosystems)
conforme recomendacbes do fabricante, sendo queagdes de sequenciamento foram
realizadas conBig dye terminator mixPerkin Elmer) de acordo com as instrugbes do

fabricante.

3.15. Ensaio de gene reporter para o promotor ddNXS

Uma buscain silico nos permitiu identificar um putativo promotor payalNXS
utilizando a ferramenta descrita por Davuluri eabokares (Davuluri, Grosse et al. 2001).
Essa regido promotora compreende o possivel stimidio de transcricdo (TSS) dBNXS
(denominada aqui de “promotor antisenso”; estataarfdo DNA gendmico) e sua sequéncia
complementar (denominada aqui de “promotor senssta na fita menos do DNA
gendmico). Por outro lado, mapeamos e caracterikamailico uma regido minima do
promotor (denominada aqui de “frag-promotor angsénesta na fita + do DNA gendmico).
Essa regido compreende a porcdo 5 do promotasesrsd onde ndo estdo presentes 0s sitios

TATA-Boxe GC-Box caracteristicamente constituintes de promotarges. Os sSitio3ATA-
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Box e GC-Boxforam preditos através de uma busca por regideseceadas e consenso via
programaAliBaba2.1 que usa como banco de daddsRANSFAC

As possiveis regides promotoras foram amplificguasPCR conforme descrito no
item 3.10.1 utilizando oligonucleotideos iniciadoespecificos (Tabela 1) e DNA gendmico
como molde, clonadas no vetor pGEM-T Easy (Promegajorme descrito item 3.14. Em
seguida, esses insertos foram excisados dessepetasrendonucleashd e Hindlll (New
England Biolabs) conforme a descricdo do fabricanentdo inseridas no plasmideo pGL3-
Basic Vector (Promega). O plasmideo pGL3-Basigfeviamente digerido com as mesmas
endonucleases, garantindo a orientacdo de ligag&oirdertos através da estratégia de
clonagem sitio-dirigida. As sequéncias dos pronestaantisenso, senso e do fragmento
antisenso curto foram inseridas a montante daoeatpésetor pGL3-Basic que codifica para a
enzimaFirefly luciferasederivada do vagalumPhotinus pyralis cuja luminescéncia sera
guantificada no ensaio de promotor. A ligacdo dmpto da excisdo no pGL3-Basic Vector,
transformacdo de bactérias competentes com os iplassne extracdo dos vetores das
bactérias foram realizadas conforme descrito mo 8el4.

Os ensaios de atividade promotora foram realizadsslinhagens celulares humana
HEK293 e DU145, cujas células foram semeadas ecaplde 24 pocos (4 x 1€élulas), e as
transfeccbes foram realizadas com o reagente FuGE&ENIEansfection Reagent (Roche),
segundo as instrugdes do fabricante. As célulasrfdransfectadas em triplicatas biologicas
com um dos plasmideos pGL3_promotor-antisenso, p@ioBnotor-senso, pGL3_frag-
promotor-antisenso, pGL3-SV40 (controle positiva) pGL3-vazio (controle negativo) e
todas foram co-transfectadas com o plasmideo pRABIPromega). Este ultimo plasmideo
expressa &enilla luciferaselenzima do cnidari&enilla reniformiy cuja media € utilizada

para a normalizacdo dos valores da atividaderidefly luciferase a fim de reduzir as
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variacdes decorrentes de diferencas nas eficiédeidmnsfeccdo, uma vez que ao transfectar
cada construcao co-transfectamos com o plasmide¢spRO.

Para avaliacdo da atividade de promotor, foi @tz o sistemaual-Luciferase
Reporter Assay SystefPromega), segundo instrucbes do fabricante. Agdes foram
realizadas em placa branca opaca (Falcon) de 9 @oas medidas de emisséo de luz foram
obtidas em IluminémetraMicroLumat Plus (Microplate Luminometer LB — Berthold
Technologies) com o progranvdinGlow (Berthold Technologies) utilizando-se os seguintes
parametros: intervalo de medida 1 de 10 s, interdal medida 2 de 1 s e temperatura de 25
°C. A razéo do valor obtido para cada medida deichased-irefly e Renillade cada poco
foi calculada (Atividade relativa da Luciferasesian como a média aritmética da razéo de

trés réplicas bioldgicas da transfec¢cdo com camkngbeo.

3.16. Super-expresséo transiente dos plasmideos

O transcritofull-lenght INXS foi amplificado por PCR conforme descrito item(B.1
utilizando oligonucleotideos iniciadores especHic@abela 1) e como molde para a
amplificacdo foi utilizado cDNA proveniente de Rifaf especifica ddNXS conforme
descrito no item 3.10.3. O produto da reacdo de RCBlonado no pGEM-T Easy Vector
(Promega) conforme descrito no item 3.14. Em sequtNXSfoi excisado desse plasmideo
pelas endonucleasdshd e Xhd (New England Biolabs) conforme recomendacédo do
fabricante e entdo inserido no plasmideo pCEP4t{trgen), previamente digerido com as
mesmas endonucleases. A utilizacdo dessas enzemastdcao foi estratégica no sentido de
permitir a clonagem sitio dirigida ddlXS O plasmideo pCEP4 possui o gene que confere
resisténcia ao antibiotico Higromicina B, que pamleser utilizado na etapa de selecdo das
células transfectadas no caso de um método intkemyr&ntretanto, optamos pela transfeccao
transiente das células, onde ndo ocorre integragéplasmideo ao DNA das células

transfectadas. A ligacdo do produto da excisédo lasngdeo pCEP4, transformacdo de
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bactérias competentes e extracdo dos plasmidesns f@alizadas conforme descrito no item
3.14.

As células foram plagueadas e mantidas em cultidratangirem a confluéncia de
80%, e em seguida foram misturadas aos vetores $MNEES ou do pCEP4-vazio,
previamente diluidos em FUGENE 6 Transfection Reajgoche), segundo instrucdes do
fabricante. Foram realizadas 3 transfeccOes indipees para cada construcdo, pCEPA4-
INXS e pCEP-vazio (controle), obedecendo semprelacdo de 3 pg de DNA plasmideal
para 1 x 10 células a serem transfectadas. Essas células foamidas por até 24 h em
cultura para os ensaios de RT-gPCR, imunoprecimtale proteinas seguida destern
blotting e apoptose. Em paralelo, também transfectamokasélas mesmas condi¢cdes com o
plasmideo pCEP4-ANRASSF1, o qual foi utilizado commm controle adicional n&o-
correlacionado, nos experimentos de super-expressao

Para o ensaio da super-expressao tempordiNd§ as células foram transfectadas
com 1 pg de plasmideo por®llulas com FUGENE HD (Promega). Em seguida,fetasn
cultivadas durante os periodos de tempo indicadssfiguras antes das RT-gPCRs. Para o
ensaio de titulacdo dos plasmideos nas transfetgiesentes, as células foram transfectadas
com diferentes quantidades de plasmideo como ikholicaas figuras, e os ensaios foram

realizados depois de 24 h.

3.17. Transfeccdo com oligonucleotideos antisenso mod#itos (ASOSs)

Para o silenciamento transiente do INcCRN¥®XS as células foram semeadas e
mantidas em cultura em placas de 60 mm de dianeetroneio DMEM suplementado com
10% de SFB (v/v), até atingirem uma confluénciab@e- 60%. Em seguida, essas células
foram transfectadas separadamente com dois oliggmtideos 20-mer antisenso modificados
(ASOs) (500 nM, de concentracédo final, IDT) compdemares a diferentes regibes do

transcritolINXS (ASO-INXS-1 e ASO-INXS-2) ou um oligo embaralhasodificado ASO-
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scrambled (ASO-SCRB, controle) (IDT) usandipofetamine RNAimaxinvitrogen), na
presenca de OPTI-MEM (Invitrogen). As transfecddeam feitas de acordo com o protocolo
do fabricante e as células foram mantidas em eufiar 24 h. As sequéncias dos ASOs estao
indicadas na Tabela 3.

Em paralelo, foi titulada a eficiéncia dos 2 AS@dbre a reducdo dos niveis de
expressdo déNXS na linhagem tumoral 786-O apos a inducdo do IncRigAexposicao a
luz UV-C, depois de 24 h em cultura. As concenteagdos ASOs utilizadas para titulacéo
foram 50, 100 e 200 nM, cada um separadamente (NSS-1 e ASO-INXS-2) ou ambos
em combinacdo na forma dmool (ASO-INXS-1 + ASO-INXS-2). Concomitantemente,
fizemos as mesmas titulacdes para o oligo confAd®-SCRB).

Finalmente, também foram feitos outros ensaiostipicos transfectando as células
786-O com os ASOs seguidos do tratamento com gréstes indutores de apoptose (UV-C,
privacdo de SFB e sulforafano). Depois de tranafixst e a apoptose induzida, as células
foram mantidas em cultura por 24 h. Para esse eefmam utilizados os oligonucleotideos
antisenso separadamente (ASO-INXS-1, ASO-INXS-2S©ACRB) na concentracao final
de 500 nM.

Para todos os casos anteriores, apds 24 h do éattara RNA total das células em
cultura foi extraido conforme descrito no item 8.@valiada a expressao dos alvos por RT-
gPCR conforme descrito no item 3.10.2.

Tabela 3.Sequéncias utilizadas nas transfeccdes das céia®s ASOs (oligonucleotideos

antisenso modificados).

Nome do a
Alvo . . Sequéncia

oligonucleotideo
INXS ASO-INXS-1 MG*mC*mC*mU*mC*A*C*C*C*T*C*A*C*C*C*mA*mG*mU*mC*mU
INXS ASO-INXS-2 MC*MA*mC*mC*mU*C*C*T*C*T*C*C*C*G*A*mC*mC*mU*mG*mU
Controle | ASO-SCRB MA*MC*mU*mA*mC*C*G*A*T*C*C*A*C*A*C*mU*mC*mU*mU*mU

(*) = Modificacdo do tipo fosfotioato;
(m) = Modificacao do tipo 2’-O-Metil.
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3.18. Determinacéo fluorimétrica da atividade de caspases

Células da linhagem tumoral 786-0 (4 ¥ t8lulas) depois de induzidas a apoptose
com UVC, caréncia de SFB ou pelo tratamento comogadsulforafano, foram coletadas por
centrifugacéo, lavadas 2 vezes com PBS gelad@a@asem 50 pL de tampéo de lise gelado
(NaCl 150 mM, 20 mM Tris pH 7,5, 1% de Triton X-14® pg/mL de leupeptina, 5 pg/mL
de aprotinina e 100 uM de PMSF). Os lisados cedaldoram incubados em gelo seco
durante 1 min, seguido de 10 min de incubac&o@, 4 ©s sobrenadantes foram obtidos por
centrifugacdo a 15.000 g durante 15 min a 4 °Cquidias de 50 pL do sobrenadante dos
lisados foram entdo transferidas para uma micrapitec96 pocgos de fundo plano contendo
100 pL dos substratos fluorigénicos para a enziaspase-3 (Ac-DEVD-AFC), a caspase-7
(Ac-VDVAD-AFC), a caspase-8 (Ac-IETD-AFC) ou a casp-9 (Ac-LEHD-AFC), na
presenca ou na auséncia de 20 puM do respectivadanitde cada caspase (Kamiya
Companhia Biomedical). As amostras foram interragael a fluorescéncia captada por um
fluorimetro (SpectroMax, GEMINI XS, Molecular Deejcno comprimentos de 400nm de

excitacdo e 505nm de emissao.

3.19. Ensaio de morte celular por apoptose

Para verificarmos se o efeito fenotipico da supgressdo déNXSseria a inducédo da
morte celular por apoptose, células transientemeansfectadas com pCEP4-INXS ou seus
respectivos controles foram submetidas a citomdgifiuxo, utilizando os citbmetros Coulter
FC500 MPL (Beckman) ou FACSAria Il cell sorter (Hbsciences).

As células foram transientemente transfectadas cowetor pCEP4-INXS, com o
pCEP4-ANRASSF1 ou pCEP4-vazio, e mantidas em DMEMesnentado com 10% de SFB
(v/v). Depois de 24 h de transfeccao, as célulesridavadas com PBS, tripsinizadas usando
uma solucéo tripsina-EDTA diluida 10X em PBS e Ifitente, ressuspendidas numa

concentracdo de 2-3 x 9@élulas/mL no tamp&o de ligacdo da Anexina-V FITG:mM
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HEPES / NaOH, pH 7,4; 140 mM NaCl (Merck); 2,5 mM@L (Merck). Aliquotas de
células (100 pL/tubo) foram misturadas gentiimenten 3 pL de Anexina-V FITC
(Invitrogen) e incubadas por 15 min a temperatondiante protegidas da luz. Nesse passo,
foi adicionado lodeto de Propideo (Pl) (Sigma) nwoacentracao final de 5 pg/mL nos
altimos 5 min para distinguir as células necrotiéas seguida, 400 pL do tampéo de ligacéo
da Anexina-V FITC foram adicionados a cada tubs e&ulas foram submetidas a analise no
citometro de fluxo dentro de 1 h. Os parametroga@®apensacdo entre as marcacdes e a
analise do percentual de células apoptoticas, reguwptoticas e necroticas foram
estabelecidos e calculados usando o programa WindDb software FlowJo. Para cada

transfeccéo foram feitas pelo menos 3 réplicaggiods independentes.

3.20. Microscopia de fluorescéncia

Para os ensaios de imunofluorescéncia, célulasféeadas com pCEP4-INXS ou
pCEP4-vazio foram coletadas depois de 24 h apdanaféccdo e fixadas com 2% de p-
formaldeido, durante 15 min. As células foram pésglas em laminas, incubadas durante 5
min com TBS-0,1% e Triton X-100 para permeabilizagddepois bloqueadas com TBS-
0,1%, Triton X-100 e 1% de BSA durante 1 h a terappga ambiente. Em seguida, as
laminas foram incubadas com anticorpos anti-caspaslerada (Aspl75) (5A1E) Rabbit
mADb (9664, Cell Signaling) e aniHubulina (Santa Cruz Biotechnology, sc-53646). A
visualizacdo da caspase-3 clivada foi realizada aotinlgG especifico conjugado com Alexa
Fluor-555 (A-21422, Molecular Probes) e ddubulina com Alexa Fluor-488 (A-11001,
Molecular Probes). O DNA nuclear foi corado comigimL deHoechst33342 (H1399,
Invitrogen). As imagens foram obtidas em microsodpikon Eclipse E600 e deconvoluidas

usando o software de processamento de imagem kzdenggens.
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3.21. Western blotting

Em paralelo com o ensaio RIP, as proteinas imuniptadas e ligadas dseads
foram analisadas pomestern blotting usando o anticorpo anti-Sam68 (Santa Cruz
Biotechnology) através do método de detec¢cdo ECGhesham, GE Healthcare). Para isso,
durante os procedimentos de RIPbasdsforam lavadas e antes das etapas de extracao de
RNA, 10% do volume final contendo os compleXasadanticorpo do ensaio RIP foi
aliquotado para a realizacdo western blottingvisando detectar a proteina Sam68baads
foram ressuspendidas em tampao de amostra Laemnmdubadas a 95 °C por 5 min. Em
seguida elas foram brevemente centrifugadas e ersatante foi carregado em um gel de
SDS-PAGE 10%, corrido a 90 V durante 2 h. Cercd%edo lisado celular foi aliquotado
antes da imunoprecipitacaogut) e carregado em um SDS-PAGE 10% em paralelo,rsbyvi
como um controle experimental positivo. As protsiftaam transferidas para uma membrana
de nitrocelulose Hybond-C Extra (Amersham Biosagspaitilizando o transferidor semi-seco
TE 77 PWR (Amersham Biosciengesincubadas com o anticorpo anti-Sam68 (Santa Cruz
Biotechnology) (diluicdo 1:200) e reveladas utiida o método de deteccdo ECL
(Amersham, GE Healthcare) de acordo com as insrugo fabricante.

Para a deteccdo das proteinas BCL-XS e BCL-XL,nopsapor realizar antes do
western blottinguma imunoprecipitagao do lisado celular na preselocanticorpo contras as
proteinas BCL-X. Células 786-O (1 x ®JGoram cultivadas em frascos apropriados até a
confluéncia desejada, lavadas com PBS e descottzdasperficie do frasco por tratamento
com 0,1% de tripsina-EDTA seguido da adicdo de nusocultura contendo SFB. Em
seguida, as células foram coletadas por centrifigga¢325 x g por 5 min e o sobrenadante foi
removido. O sedimento de células foi lavado com ,PB&amente sedimentado por
centrifugacdo a 325 x g por 5 min e o sobrenadfmteemovido. O sedimento de células

obtido foi ressuspenso em tampao de lise geladé RiRidazol 20 mM, pH 7.2; EDTA 1
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mM; sacarose 250 mM comomplete protease inhibitor cocktgiRoche)) e sonicado no
aparelho Sonic Dismembrator Model 500 (Fischerrgifie), submetido a trés pulsos de 10
segundos com amplitude de 30% e intervalo de 30nsl®3 no gelo. Aproximadamente 100
pL do lisado celular de cada amostra foram mistagad30 pL de uma suspensao conjugada
de proteina A-Sepharose 4B (Invitrogen) durante Enh seguida, a resina foi descartada e o
sobrenadante obtido foi novamente incubado®@ évernightcom 1 pL de anticorpo anti-
BCL-X (556361, BD Pharmingen) e 50 pL da resina epitarose 4B (Invitrogen).
Subsequentemente, a resina foi lavada 3X com 1 enLrg-HCI 20 mM (pH 7,0) e fervida
durante 10 min em 25 pL de tampéo de corrida. @esaldlante obtido (cerca de 20 uL) foi
aplicado em um SDS-PAGE 15% e a corrida foi feitmadte 2 h a 90 V. Depois de
transferidas para a membrana de nitrocelulose HiAbrExtra (Amersham Biosciences)
utilizando o transferidor semi-seco TE 77 PWR (Asham Biosciencgsas proteinas foram
detectadas com o mesmo anticorpo anti-BCL-X (5568&1 Pharmingen) (diluicdo 1:750)
seguidas por incubacdo com o anticorpo secundatigabbit (Alexa Fluor 750 Goat Anti-
Rabbit IgG; Molecular Probes). O sinal de fluoremi& foi analisado através da digitalizacéo
da membrana comstannerOdyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciex)ce

As intensidades relativas das bandas BCL-XS e BCliexam quantificadas com o
Odyssey Software Aplicativo v3 (LI-COR Biosciencegd)valor de densitometria foi definido
como a razéo entre as médias das medidas dasidaiges de BCL-XS e BCL-XL em cada
condicdo (super-expressanthdXS ou controle) em um total de trés réplicas biolagicA
significancia estatistica da diferenca entre aslicdes comparadas foi medida utilizando o
test t de Student (pareado, bicaudal, homocedastico),idemasdo-se como limiar de

significanciap-valor <0,05.
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3.22. Imunoprecipitacdo de complexos ribonucleoproteicosRIP

As células foram cultivadas em frascos apropriadésa confluéncia desejada (80%),
lavadas com PBS e descoladas da superficie dofpsctratamento com 0,1% de tripsina-
EDTA seguido da adigdo de meio de cultura conte®iB. Em seguida, as células foram
coletadas por centrifugagcdo a 325 x g por 5 min sobrenadante foi removido. Os
sedimentos de células foram utilizados imediataenent

A imunoprecipitagdo nativa de complexos ribonugteteicos (RIP -RNA-Binding
Protein Immunoprecipitationfoi realizada com 2 x fOcélulas HEK293 em triplicata,
utilizando o Magna RIP RNA-Binding Protein Immunegipitation Kit (Millipore), segundo
o protocolo do fabricante. Foram utilizados 5 pgaé@a um dos seguintes anticorpos: 1gG de
coelho purificada (Millipore, PP64B) e anti-Samlta Cruz Biotechnology, sc-333). Os
complexos anticorpbeads foram lavados seis vezes, e ressuspendidos emaoamte
lavagem RIP. Antes da purificagdo de RNA, 10% dkaan dos complexos anticorpeads
foram aliquotados e utilizados pamestern blottingcom o anticorpo anti-Sam68. Os RNAS
co-imunoprecipitados foram extraidos a partir d@stna remanescente, tratados com DNase
TURBOTM (Ambion) a 37 °C durante 30 min, purificadotilizando o Kit RNeasy Micro
(Qiagen) e quantificados utilizando o reagente Biteen (Invitrogen) conforme protocolo do
fabricante. Os RNAs alvos imunoprecipitados foramaliados quanto ao seu nivel de
expressdo e de ligacdo aos complexos proteicoRpePCR conforme descrito nos itens

3.9.1,3.9.2 e 3.10.

3.23. Ensaios de tumorigénesi vivo usando camundongos
10’ células viaveis da linhagem tumoral humana de786+O, conforme determinado
por coloragdo com azul de tripano (Merck), foramsuspendidas em 200 uL de DMEM
(Cultilab) na auséncia de SFB e injetadas subcataeete em um dos flancos de

camundongos da linhagem BALB/c Nude. Depois dexamradamente 15 - 20 dias foram
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perceptiveis a presenca de tumores palpaveis npsian Quando cada um dos tumores
atingiu um volume médio de 250 mnos camundongos foram aleatoriamente designados
para um dos dois grupos experimentais, e as ingeg@i@endo os plasmideos pCEP4-vaaio (

= 6) ou pCEP4-INXS n = 6) foram iniciadas (dia zero). O delineament@ezimental
consistiu em injetar intra-tumoralmente uma solug@tendo 10 pg do plasmideo em 50 pL
(volume final) do reagente de transfec@iovivo TurboFect (Fermentas), de acordo com o
protocolo do fabricante. A primeira injecao foiiaptla no dia O (zero) e a cada trés dias apos
a primeira injecdo ao longo de um periodo de 15.dxatamanho do tumor foi medido em
dois diametros perpendiculares, com um paquimatrtes de cada injecdo. O volume do
tumor foi calculado utilizando a formula de 0,5 Xagjor diametro longitudinal) x (maior
diametro transversalTomayko and Reynolds 1989). Os animais foramifazamios 8 - 11
semanas apos o implante do tumor, através da @wlde CQ, quando o volume tumoral
excedeu 600 mMnos animais tratados com pCEP4-vazio (controle).atépsias foram

realizadas e os tumores foram pesados e fotogsafado

3.24. Imageamento dos animais

Os tumores dos animais foram monitorados por inragato Opticoin vivo com 0
scannerOdyssey Infrared Imaging System (LI-COR Bioscieic&Cada camundongo foi
injetado com 1 nmol do tracadtRDye 800CW EGF Optical Probgl-COR, Biosciences)
dissolvido em PBS através da veia caudal. Os asirff@iam anestesiados com uma
combinacdo de ketamina (100 mg/mL) (Vetbrands) laziia (1,95 mg/mL) (Vetbrands)
durante o procedimento de imageamento dos tunmorego. Os parametros utilizados para o
escaner foram: resolucdo de 169 um; qualidade mefisetde 1 minuto com o canal de
800nm. O tempo de escaneamento utilizando essésned@os foi de 27 minutos. A
fluorescénciain vivo dos tumores nos animais foi acompanhada nos dia8 6 15

considerando a primeira injecédo intra-tumoral caplasmideos e monitorada apés 12 h da
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injecdo intravenosa do tracador. As imagens foratidas de acordo com o protocolo do

fabricante.

3.25. Histologia dos xenotumores

Os xenotumores foram removidos cirurgicamente agpoOsutanasia dos animais,
pesados e fotografados. Depois de fixados em farendlSigma), esses tumores foram
observados por microscopia de luz utilizando o osicopio Olympus CKX41l apés a
coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) (Sigmah&o embebidos em parafina. O RNA
total dessas amostras parafinadas foi extraidoac&mnmiRNeasy FFPE (Qiagen) de acordo
com as instrucdes do fabricante, quantificado em1800 (NanoDrop) e a sua integridade
foi avaliada em um Bioanalyzer (Agilent). Em segyid RNA foi convertido em cDNA e
utilizado para analise do perfil de expressdo deg@or RT-gPCR como descrito nos itens

3.9.1e3.10.2.

3.26. Andlise estatistica
Os dados estédo representados como a média + codesdido de pelo menos trés
experimentos independentes. A significancia esitaisfoi calculada usanddwo-way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni como um f@&te ou usando um teasie Student
(pareado, bicaudal, homocedastid®)<0,05 foi considerado significativo, e a significéa
estatistica esta indicada nas figuras com um astef <0,05), dois asterisco® 0,01) ou

trés asteriscod?(<0,001).
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4. RESULTADOS

4.1.INXS é um longo RNA néo codificador de proteinasinspliced e antisenso
ao geneBCL-X

Visando identificar possiveis RNAs longos nao doddores de proteinas que
pudessem ter um envolvimento na regulacdo do mocds morte celular programada
(apoptose), procuramos nos bancos de dados puplicdsSTs e mMRNAs que mapeavam em
loci de genes que codificavam para proteinas da faB@ia-2. Uma analise detalhada do
locus gendmico dadBCL-X, um gene presente no cromossomo humano 20, rega®yelo
menos 70 ESTansplicedcobriam essécuse delimitavam uma regido de 1291 pb (Figura
2A, retangulo preto e fino na parte superior). Bsggdo de sobreposicédo cobre a porcéo 5'-
UTR do gen&BCL-X

Para verificarmos se essas ESTs ndo orientadasiggodge estender ainda mais para
regides intronicas dimcusdo geneBCL-X realizamos ensaios de RACE-PCR 5’ e 3’ usando
uma biblioteca comercial de cDNA de rim fetal humafApos esses experimentos, o produto
amplificado foi clonado e sequenciado caracterigamuh transcritaunsplicedde 1903 nt, e
que se estendia aléem das ESTs por 537 nt (diregde 5 nt (direcdo 3") (Figura 2A,
retangulos cinzas e finos na parte superior). @stido completo se estendeu para além dos
exons 1 e 2 dBCL-X sobrepondo ao intron 1 e também cobrindo algudaes regides
gendmicas a montante d®CL-X (Figura 2A). Esse transcrito corresponde a fith de
genoma, ou seja, ele é antisenso em relacédo ao ntRNy&NeBCL-X que é transcrito a partir
da fita [-] do genoma. Essa orientacdo antiseniscoftfirmada por experimentos de RT-PCR
fita-especifica em trés linhagens de células huméiRigura 2B): 786-O (linhagem tumoral
de rim), DU145 (linhagem tumoral de préstata) e G2glinhagem tumoral de figado), e a
identidade dos produtos das PCRs obtidas foi agoafia por sequenciamento. Vale a pena

notar que nenhuma transcricao foi observada nasotes na orientacéo senso (Figura 2B), o
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gue demonstra a auséncia de DNA gen6mico contateinartambém que os niveis de pré-
MRNA do gendBCL-Xnao se acumulam nessas linhagens. Uma amdlgkco utilizando a
ferramenta CPC Qoding Potential Calculatgr (Kong, Zhang et al. 2007) evidencia a
auséncia do potencial codificador de proteinas pemse transcrito longajnspliced e
antisenso. Portanto, esse RNA foi nomeadt\Nd&§ paraintronic BCL-XS-inducing IncRNA

A sequéncia do INncRNANXS foi depositada ndGenBank e seuAccession Numbeé

KC505631.
A B
chr20 (q11.21) - namm(mrmer 1N | RT-PCR fita-especifica
786-0O DU145 HepG2
BCL-X locus
LncRNA INXS S ASC1C2 S ASC1C2 S AS C1C2
o f—n S t t+ + - + + + - + + + - RT
+ + - + + + - + + + - + Primer
==n—— B 3 | & ] e | & |

Figura 2. Identificacdo e caracterizacdo doNXS como um IncRNA intrénico, unspliced

e transcrito a partir do locus do geneBCL-X. (A) Organizagéo gendmica dlmcusdo gene
BCL-Xno cromossomo 20 com o mRNA codificador da prat8i@L-X transcrito a partir da
fita [-] do genoma e do IncRNANXStranscrito a partir da regido intrénica na fitaosga do
genoma, fita [+]. Os retangulos de cor cinzdMXSindicam as regides do transcrito obtidas
por RACE-PCR, enquanto o retangulo de cor preteand predicao inicial dNXS feita a
partir de ESTs publicas. Pequenas setas azuisdaod@aINXS indicam as posicoes dos
oligonucleotideos iniciadores utilizados nas PCRspara dBBCL-X os retangulos pretos e
mais espessos indicam 0s exons, enquanto os r&angetos e mais finos as UTRs. O
retangulo branco presente no exon 2 é retido axalmente na isoforma longa anti-
apoptoticaBCL-XL, sendo excisado durante o processamento do preAntRNBCL-X para
dar origem a isoforma curta pré-apoptoétBE€L-XS (B) A transcricdo antisenso [AS] do
INcRNA INXS foi confirmada por RT-PCR fita-especifica nas #igans celulares humanas
786-0, DU145 e HepG2. A transcricao na orientagis® [S] nao foi detectada na regido do
locusdo geneBCL-X C1 e C2 sdo os controles negativos: sem oligentidieos iniciadores
(- primer) e sem transcriptase reversa (- RT), respectiveenédaptado de (DeOcesano-
Pereira, Amaral et al. 2014).
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4.2. INXS € menos abundante em um conjunto de linhagens ckltes humanas
tumorais e tecidos tumorais de rim quando comparad® com células e
tecidos n&o tumorais

Linhagens humanas de células tumorais de rim, digathma e prostata mostraram
uma expressao endogenaltiXSde 5 a 9 vezes mais baixa em comparacdo com énkag
de células ndo tumorais derivadas dos mesmos gegiitpura 3A) quando analisadas por RT-
gPCR pelo método de quantificagdo absoluta. Enlglardoi medida a abundancia relativa
do mRNA deBCL-X em todas as linhagens celulares estudadas, ebperos que a
expressdo dBCL-Xtinha um padrdo oposto, isto €, 0 mMRNA é maiseasqm nas linhagens
celulares tumorais quando comparada com as linsagemorais de mesma origem
histologica (Figura 3B). Curiosamente, a isoformé-gpoptoticaBCL-XS apresentou uma
abundéancia relativa mais baixa nas linhagens tusiayaando comparada as linhagens

tumorais derivadas dos quatro tecidos estudadgar@dBB, barras pretas).
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Expresséo enddégena do INXS em linhagens celulares
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Figura 3. Niveis absolutos de expressao diblXS e relativos das isoformas d8CL-X em

um painel de linhagens celulares tumorias e ndo tumnais e em tecidos de pacientes com
cancer de rim. (A) Abundancia relativa diNXS através de um painel de linhagens celulares
tumorais (barras azul claro) e ndo tumorais (baarasg escuro) derivadas de células do rim,
do figado, da mama e da prostata. A quantificabdolata do nimero de moléculasItiXs

foi obtida para cada linhagem celular e os dadt&oespresentados como a abundancia
relativa do valor absoluto dbiXSrelativizado pelo nimero de moléculas obtido nadgem
celular CakKi-1 (175 moléculas por ng de RNA totéB) Abundancia relativa de expresséo
das isoformas dos mMRNAs 8€L-XS(barras pretas) BCL-XL (barras vermelhas) no mesmo
painel de linhagens celulares mostrado em (A). i@sisade abundéancia das isoformas foram
plotados em relacdo a expressao da isoformBCle-XSna linhagem celular CaKi-1. Os
dados apresentados referem-se a média + o desiriégpae trés experimentos independentes.
*(P <0,05), **(P <0,01) e ***(P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amaral.et
2014).
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Uma vez que a razdo da abundancia relativiNds entre as linhagens de rim ndo
tumorais / tumorais foi menor quando comparadas asndemais linhagens celulares de
outras origens histolégicas estudadas aqui, n@shesoos a linhagem tumoral de rim 786-O
como um modelo para a caracterizacdo da inducédexpeessdo endogena d&XS nos
experimentos subsequentes. Nesta linhagem de £é@ufeimero absoluto de moléculas do
INXS corresponde a cerca de 5 cépias por célula, etmgae a isoform&8CL-XSé 2 vezes
mais elevada (~12 copias por céluld@L-XL é 35 vezes maior do qudNXS(~167 copias
por célula) .

Em seguida, analisamos a expresséo endogeiNX@nas amostras de tecidos de rim
pos-nefroctomia de 13 pacientes com carcinoma ldéaséenais, e observamos niveis muito
variaveis na expressao relativaltXS (Figura 4A). E interessante ressaltar que em tadas
amostras dos pacientes, quando o nivelNXS no tecido ndo tumoral foi ajustado para 1,
verificou-se que seus niveis foram de 2 a 60 veaesor nos tecidos tumorais quando
comparados com os tecidos nao tumorais pareadgsréB). Mais uma vez, a abundancia
relativa do mRNA deBCL-X mostrou um padrao oposto em relacdo XS sendo
significativamente mais elevada nos tumores do mpe tecidos ndo tumorais pareados
(Figura 4C). A isoforma pro-apoptéti@&CL-XSfoi significativamente menos abundante nos
tecidos tumorais quando comparados aos tecidosumdorais pareados (Figura 4C, barras

pretas) em todas as amostras de pacientes cont ci@ngen.
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Niveis de expresséo do INXS em amostras tumorais e ndo tumorais
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Figura 4. Niveis de expressdo do INcRNANXS e das isoformas de mRNA d8CL-X em
amostras tumorais e ndo tumorais provenientes de pentes com cancer de rim(A)
Niveis de expressdo dNXSem tecidos ndo tumorais (barras azul escuro) eraim(barras
azul claro) em um painel de amostras de 13 paciade carcinoma renal de células claras
(P1 ao P13). A expressao ldXSpara cada paciente estd mostrada em relacdo arardes
tumor P9. Os dados representam a média + o deadi@@ de trés réplicas técnicéB) A
expressdo diNXSnas amostras ndo tumorais (barras azul escurgdiepaciente é definida
como 1 e a expressao thdXSnas amostras tumorais pareadas (barras azul élaalfulada
em relacdo ao seu par nao tumoral. Os pacient@s elstssificados em ordem crescente do
nivel de expressao relativa XS nos tumores(C) Abundancia relativa de expressao do
MRNA das isoforma8CL-XS(barras pretas) BCL-XL (barras vermelhas) nos tecidos nao
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tumorais (NT) e tumorais (T) nas mesmas 13 amodt&dscidos pareados dos pacientes com
carcinoma de rim. Os niveis de expressdo das maforestdo mostrados em relacdo a
expressdo da isoformBCL-XS nos tecidos tumorais (T) de cada paciente. Os sdado
representam a média + o desvio padrao de trésadpiécnicas. § <0,05), **(P <0,01) e
***( P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amad! 8014).

De acordo com os dados anteriores, percebemosxigte ama correlagdo positiva
entre a expressao do INcRNNXS e do mRNABCL-XStanto entre as linhagens celulares
estudadas nesse trabalho quanto entre os tecidos s pacientes. Ambos,INXSe o
MRNA BCL-XS sdo menos abundantes nas linhagens celularesaigreanos tumores de rim
dos pacientes, quando comparados com as linhagengimorais e os tecidos ndao tumorais
dos pacientes. Por outro lado, o mMRNARIEL-XL é mais abundante nas células e tecidos
tumorais, onde tNXSé menos expresso. Esse perfil de correlacao yesié expressao entre
0 INXSe mRNA deBCL-XSe de correlagdo negativa entréNXSe o mRNA deBCL-XL

sugere que ¢NXSpode desempenhar um importante papel na regutbg8plicing do pré-

MRNA deBCL-X

4.3.Caracterizacédo estrutural do INcRNAINXS
O IncRNA INXS foi caracterizadoquanto a sua biogénese, quanto a presenca da
estrutura cap 5', estabilidade, localizagdo celelaavaliacdo da atividade do seu possivel

promotor.

4.3.1. Biogénese doNXS

Uma analise detalhada dos dados de ChiP-seq det@ENCODE (ENCODE, 2012)
indicou um forte enriquecimento da presenca da anaeccromatina da RNA polimerase |l
(RNAP 1I) no local putativo de inicio da transcicéo INXS dentro ddocus gendmico do
BCL-X Para determinar se o INcCRNAXS é transcrito pela RNAP I, células da linhagem
HelLa foram tratadas comamanitina, um inibidor de RNAP Il. A-amanitina € um peptideo

ciclico de oito aminoacidos que na concentraca@augan nossos experimentos inibe a
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enzima RNAP Il bloqueando sua translocacdo sobrBNA durante a elongacédo da
transcricdo (Bushnell, Cramer et al. 2002; Gongdialkov et al. 2004). Realizamos a
extracdo do RNA de trés réplicas biologicas de lagliHelLa tratadas ou nao-tratadas
(controle) comyx-amanitina (1Qug/mL) durante 9 h, seguindo essencialmente os qolute de
trabalhos ja publicados (Lee, Kim et al. 2004; NakaAmaral et al. 2007; Raha, Wang et al.
2010). Como controle negativo e normalizador doeerpento (RT-gPCR), utilizamos o
transcritopre-tRNAY" e 0 7SK que sdo sintetizados pela RNAP Ill, que ndo &iseha
baixas concentra¢cbes de amanitina, tais como as utilizadas nestes expatios (Jacob,
Sajdel et al. 1970; Kedinger, Gniazdowski et af @9 indell, Weinberg et al. 1970). Através
de RT-gPCR, vimos quelblXSé transcrito pela RNAP I, visto que houve uma dungéo
de 90% de sua abundéancia ap6s o tratamento @¢@manitina (Figura ). Resultados
semelhantes foram observados para os controlevpesACTB e MYC (Figura ), genes

sabidamente transcritos pela RNAP II.

~ 160- Controle  H Alpha-amanitina Figura 5. O IncRNA INXS é transcrito
S 140- pela RNAP Il. Células HelLa foram
L 120  xxsx * Hkk tratadas com o inibidor de RNA
c . .
S 100d T M Polimerase Il (RNAP II) a-amanitina
§ 804 (barras pretas) ou com o veiculo (barras
£ 60- cinzas) por 24 h. A abundancia do
S 40 transcritolNXSfoi medida por RT-qPCR.
< Os resultados foram normalizados pelo
z 20 = nivel de5S RNA que é transcrito pela
O L] L — L L]

S Py o ﬁ - RNAP lIl. O mRNA deACTB e MYC
\g‘“ ‘?O/\ $\‘\ \a o que sao transcritos pela RNAP I, foram
e,\Q‘ utilizados como controles positivos. Em
¢ paralelo opre-tRNA" e 0 7SK que s&o
transcritos pela RNAP ll1, foram utilizados comattoles negativos. Foram realizadas trés
réplicas biologicas; as barras de erro referemeedesvio padrdo. Asteriscos indicam
diminuicdo significativa ddNXSapds o tratamento com o inibidor de RNAP IP ¥0,05) e

***( P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amadl 2014).
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4.3.2. O INXS possui a estrutura cap 5’

Para investigar S&lXSpossui a modificacdo 7-metil guanosina na extraged' (cap
5", caracteristica de mRNAs transcritos pela RNIARI utilizado o tratamento enzimético
para remocao do cap 5' com a enzifibacco Acid Pyrophosphatag&€AP) e posterior
digestdo dos RNAs por uma enzima 5'-exonucleadex(, que digere RNAs que possuem
5'-monofosfato. Os RNAs com a extremidade 5' pidéegela presenca de cap 5' séo
resistentes a digestao pela 5'-Exo, enquanto RE#scap 5' ou parcialmente degradados sdo
digeridos pela enzima. Foram feitas duas condig@&$atamento: i) amostra tratada com
TAP e 5-Exo (TAP/5'-Ex0) e ii) amostra tratada apenas com 5-Exo (TREX0). A
amostra TAR5'-Exo foi submetida & incubagdo com o mesmo tampédo eetura da
amostra a ser tratada com a enzima TAP, previanaenteatamento com a enzima 5™-Exo, o
que assegura que as amostras em estudo’ (FARX0 e TAP/5'-Ex0) ficassem sujeitas as
mesmas condi¢cdes e portanto, susceptiveis ao mebmbde degradacdo inespecifica do
RNA por RNases contaminantes.

A deteccédo da presenca ou auséncia de cap Sataagnto enzimético (TAP/5'-Exo0)
foi verificada através de RT-gPCR. A Figura 6 mestjue INXS possui cap na sua
extremidade 57, por ndo ser degradado com tratanagemnas com 5'-Exo. Ao removermos o
cap 5 com a enzima TAP e depois tratarmos essadreom a 5'-Exo, observamos uma
diminuicdo do 80% do RNANXSem relagéo ao tratamento apenas com 5'-Exo. O anfesm
observado no controle positivo comJBAL1G um gene que sabidamente possui cap 5,
demonstrando que as condigbes de tratamento canzasas foram eficientes na remocao

docap 5.
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| Figura 6. O IncRNA INXS possui a estrutura cap 5'.

RNA total de células HeLa foi digerido exclusivarreeoom
5’-exonuclease (5-Exo) ou em combinacdo com tobacc
acid pyrophosphatase (TAP), como indicado.
Subsequentemente, as amostras foram submetidas a
transcrigdo reversa seguida de gPCR, com oligootidéos
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\$ \Bq,?‘ Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amaral et al. 2014)

A

4.3.3. Estimativa da meia-vida dol NXS

Para estudar a estabilidade INXS medimos a mudancga de sua expressdo apos a
inibicdo da transcricdo com actinomicina-D, duramteo diferentes tempos de tratamento (0O,
1, 3, 6 e 8 h). A actinomicina-D é um antibioticolipeptidico ciclico, que forma um
complexo estdvel com o DNA fita simples no compled® iniciacdo da transcrigao,
bloqueando a elongagédo da transcricdo pelas RNAneses (Sobell 1985). Para este
experimento, foi extraido RNA de trés réplicas djidas independentes de células HelLa
tratadas com actinomicina-D ou com seu veiculo (@M&ntrole) e realizado RT-qPCR em
cada condicdo e tempo. a partir destas medidaslimilada a meia-vida dbIXSpor meio do
modelo deone-phase exponential decd@raphpad 5.02), segundo descrito em (Clark,
Johnston et al. 2012). A meia vida/t do INXS foi de aproximadamente 3 h (Figura 7,
circulos azul) e a meia-vida do mRNA 8Y'C, controle do experimento, foi de 29 min
(Figura 7, circulos preto), compativel com medidasestabilidade j& descritas na literatura

para este mRNA (Dani, Blanchard et al. 1984; Ha,dtial. 2000).
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t,, INXS =2 h 54 min (e) Figura 7. Estimativa da estabilidade da
. meia-vida do INXS. Células HelLa foram
100 t,, MYC =29 min (e) tratadas com o inibidor transcricional
actinomicina-D ou com o veiculo (DMSO) por
0, 1, 3, 6 e 8 h. Os niveis ddNXS e MYC
foram medidos por RT-gPCR e normalizados
por uma amostra néo tratada. Foram realizadas
trés réplicas biolégicas; as barras de erro
» o referem-se ao desvio padrédo. A meia-vidg)(t
0 ;2 "1 6 8 1'0 obtida para cada uma das curvas ajustadas
usando o métodone-phase exponential decay
estd mostrada. Adaptado de (DeOcesano-

(&)
o

RNA remanescente (%)

o

Horas apos tratamento
Pereira, Amaral et al. 2014).

4.3.4.INXS encontra-se predominantemente enriquecido na frag
nuclear

Para identificar a localizacdo subcelular INXS foram realizados experimentos de
fracionamento celular para obtencédo de fracbesares e citoplasmaticas de células Hela,
por meio de lise em condicBes que rompem a memiplasematica, mas mantém o envelope
nuclear intacto. Foi realizado RT-gPCR de amosteaRNA obtidas de cada compartimento,
utilizando oligonucleotideos iniciadores para oRNA& INXS e os respectivos controles. O
MALAT1 foi usado como controle de um IncRNA que € benudwmntado como retido no
nacleo (Tripathi, Ellis et al. 2010). O precurd®S rRNAque é sabidamente nuclear, 88&
rRNA que é descrito como retido na fracdo citoplasraaforam utilizados como controles
dos seus respectivos compartimentos celulares. aitificacdo feita por RT-qPCR mostra
uma razao nucleo / citoplasma (N/C) de deteccaiNd& de 8, demonstrando que 0 mesmo
encontra-se predominantemente enriquecido nasesaugdcleares (Figura 8A).

Como controles adicionais, foram feitdgestern blottingde extratos proteicos de
ambos os compartimentos celulares, nucleo e cgopdFigura 8B). Foi detectada a proteina
GAPDH apenas na fracéo citoplasmatica e a hist@apdnas na fracdo nuclear, proteinas ja

descritas na literatura como retidas no citoplasma nudcleo, respectivamente.
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A B Figura 8. INXS é enriquecido na fragdo
nuclear das ceélulas. (A) Abundancia
= relativa do transcrito INXS nos
compartimentos mostrando a razao
nacleo/citoplasma (N/C). Quantidades
Western blotting iniciais comparaveis de cada frag_élo foram
. usadas nas RT-gPCR para meuilNXS
7= e cappH (barra azul). O INCRNAMALAT1e 045S
rRNA foram usados como controles das
fracOes nucleares el8S rRNAcomo um
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» o' ot N celulares  enriquecidas em RNAs

DN ot nucleares ou citoplasmaticos foram
preparadas em triplicatas. Os dados apresenta@osmese a média + o desvio padréo de trés
experimentos independentes, sendB ¥0,05), **(P <0,01) e ***(P <0,001).(B) Como
controle adicional,western blotting dos extratos proteicos das fracdes foi realizado,
detectando GAPDH apenas na fracao citoplasmatibatena H3 apenas na fracdo nuclear.
Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amaral et al. 2014)
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4.3.5.A expressdo endogena ddNXS é dirigida por um promotor
independente e unidirecional

Finalizando a caracterizacdo estrutural do IncRNdentificamos um possivel
promotor na regido que abrange o sitio de inicitralescricdo ddNXS que foi denominada
de promotor antisenso, em relacdo ao d&dk-X (senso) e ao INCRNANXS (que também &
antisenso) do mesmocus(Figura 9A). Esse possivel promotor foi preditailico utilizando
busca por regides conservadas e consenso com @madliBaba2.] que usa como banco
de dados @RANSFACBaseado em predicdas silico, esse possivel promotor contem um
GC-Boxe umTATA-Box dentro da regido gendmica prevista para o pronoeo670 pb,
localizados a montante do local do inicio da treigdo doINXS(Figura 9A).

Para avaliacdo da atividade promotora, foi utilizadual-Luciferase Reporter Assay
Systemque realiza a medida da atividade da en#inefly luciferase seguida da inativacéo
desta enzima e posterior medicdo da atividadRetdlla luciferase Esta segunda medida é

utilizada para a normalizacdo dos valores da attedrirefly luciferase a fim de reduzir as
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variacdes decorrentes de diferencas nas eficién@asansfeccdo das células. O promotor
candidato antisenso, assim como a mesma sequermizofora porém clonada invertida
(promotor senso), e um fragmento antisenso mepoanf clonados no plasmideo pGL3 a
montante do gene daciferase e a quantificacao da atividade do promotor faafenedindo-

se a intensidade luminosa emitida pelciferaseapos a reacdo com seu substrato. Também
foram utilizados nos ensaios de atividade de promobmo controle positivo e negativo, 0s
plasmideos pGL3-SV40 e pGL3-vazio, respectivamente.

A atividade do possivel promotor antisensoINXS foi detectada (Figura 9B) em
células da linhagem HEK293 e DU145 (barras verd®@s).resultados demonstram que o
promotor antisenso ddNXSpossui uma forte atividade unidirecional, sendpoasavel pela
transcricdo do IncRNA. Esses dados detectam um qiovnespecifico para tNXS o que
indica que esse INCRNA representa uma unidadectiaimmal independente.

A LncRNA INXS
Promotor antisenso ==
i

Fragmento do promotor
antisenso

Promotor senso =

B HEK293 DU145

pGL3_promotor-antisenso // —|§ // 4%
4 1

pGL3_frag-promotor-antisenso

pGL3_promotor-senso — 1
PGL3-5V40 / /A
pGL3-vazio
NN '\@'s\@'e\@'q@g's%{ée 0D (g,_,'s qg'o qbé\ggé\gb'o
Atividade relativa da Atividade relativa da
Luciferase Luciferase

Figura 9. Ensaio da atividade promotora doINXS. (A) Localizacdo genOGmica dos trés
segmentos de DNA (barras verde e cinza com seta#teromr) utilizados na constru¢cao dos
vetores baseados no sistema pGL3 para transfeecdoétulas. As pontas das setas dentro
das barras verde e cinza indicam a orientacdo dgaéseia utilizada na construcdo dos
vetores.(B) Atividade daluciferasedas diversas constru¢coes medidas em unidadevaslati
de luz. Os plasmideos pGL3-SV40 e pGL3-vazio forssados como controles positivo e
negativo, respectivamente. Os dados representamédianmt o desvio padrdo de trés
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experimentos independentes. *(0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amaral. et
2014).

4.4.0 knockdown do INXS em uma linhagem celular ndo tumoral leva a uma
reducdao significativa da proporcgao entre as isoforas BCL-XS/BCL-XL

Para testar se INXS poderia ser um regulador da expressa8@e-X realizamos o
knockdowrdo IncRNA na linhagem celular ndo tumoral de ri@-R4, que apresenta niveis
relativamente mais elevados de expressdo endogensX$t quando comparada com as
linhagens tumorais de rim (Figura 3A e Figura 10Baseado também na correlacdo de
expressédo que verificamos entrtNXSe as isoformas dBCL-X (Figura 3B) acompanhamos
o efeito desseknockdownsobre os niveis do mRNA dBCL-XS e BCL-XL Apés o
silenciamento utilizando oligonucleotideos antisenwdificados (ASOs), verificamos uma
reducdo de 60% no nivel enddégenold&S (P <0,05) (Figura 10A) causando uma reducao
significativa de expressdao do mRNA da isofolB@L-XS(P <0,05) (Figura 10B) que pode
ser visualizada através da raz8GL-XS/ BCL-XL que foi significativamente reduzida de
0,25 para 0,15K <0,01) (Figura 10C). Esses resultados mostranodueRNA INXSregula

0 balanco de expressao entre as isoform&CdeX
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A Knockdown do iINxs B Expresséo da isoformas C Razao das isoformas

na linhagem RC-124 de BCL-X de BCL-X
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Figura 10. O knockdown do IncRNA INXS na linhagem celular ndo tumoral de rim RC-
124 reduz significativamente a raz&o entre as isafoas BCL-XS / BCL-XL. (A) Células
RC-124 foram transfectadas com dois oligonucleoi@gmtisenso modificados (ASO-INXS-1
e -2) e depois de 24 h de transfecao foi reali®B@PCR. Cknockdowrreduziu em 60% o0s
niveis endogenos do INCRNIAXS em relagdo ao oligonucleotideo ASCrambled(ASO-
SCRB). (B) Os niveis de mRNA das isoformB&L-XS (barras pretas) BCL-XL (barras
vermelhas) foram medidos por RT-gPCR nas mesmadigiis de transfeccdo das células.
(C) A razdo entre os mMRNAs dBCL-XS / BCL-XL nestas mesmas células foi
significativamente reduzida de 0,25 para 0,15 apds h de transfeccdo com os
oligonucleotideos que alvejaniXS(ASO-INXS-1 e -2). Os dados representam a média *
desvio padrdo de trés experimentos independer{tes<0,05), **(P <0,01). Adaptado de
(DeOcesano-Pereira, Amaral et al. 2014).

4.5.Agentes indutores de apoptose levam ao aumento depeessdo endogena
do INXS
Considerando-se a premissa de que a expressacRBNANINXS correlaciona-se
positivamente com a expressao da isoforma pré-apopBCL-XSe negativamente com a
expressdo da isoforma anti-apoptotR@L-XL (Figuras 3 e 4), fomos avaliar se 0s niveis
enddgenos do transcrithXS poderiam ser modulados por eventos que sabidaresmim a
morte celular programada atravéssgdicing alternativo do pré-mRNA dBCL-X Para isso,

células da linhagem tumoral de rim 786-O foramattas com cada um de trés agentes
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classicamente conhecidos por serem bons induterapaptose, e 0s niveis desses transcritos
foram avaliados.

O primeiro indutor de morte celular utilizado foegposicao das células 786-O (~1 x
10’ células) & 40 J / frde luz UV-C, sendo que as células foram mantidasudtura por até
24 h apobs o tratamento. Amostras de RNA foram adéet nos tempos de 0, 6, 12 e 24 h ap0s
a exposicao. Observamos um aumento temporal dassgo ddNXS como pode ser visto
na Figura 11A, onde se verifica um aumento de Bvem 24 h apds a exposicéo a luz UV-
C. Quando olhamos para as isoforma8@d.-X percebemos que a isoforma pro-apoptotica
BCL-XS aumentou 7 vezes (Figura 11B, barras pretas), paonada por uma reducéo
concomitante na isoforma anti-apoptoti@CL-XL (Figura 11B, barras vermelhas). O
resultado final foi um aumento de 10 vezes da r&@b-XS/ BCL-XL, que foi de 0,06 no
tempo O h para 0,6 no tempo 24 h apds a exposiddo dV-C (Figura 11C). Em seguida,
para confirmar que de fato as ceélulas haviam nmrpdr apoptose, foram medidas as
atividades das caspases, induzidas pelo aumentoivigis de mRNA da isoformBCL-XS
Na verdade, Plotz et (Plotz, Gillissen et al. 20ff2)Jdemonstraram que um aumento no
MRNA deBCL-XSresulta em um aumento da abundéancia da proteihaX8; favorecendo
a interacao proteina-proteina entre BCL-XS e VDA@Htage-dependent anion channgl 2
com a consequente liberagcdo de BAK1 do canal VDAERe fendmeno desencadeia a
apoptose por ativagéo das caspases 3 e 9 (Pldlizs&i et al. 2012). Por isso medimos o
MRNA deBCL-XSe as caspases como indicadores do desencadealaeayoptose.

Resumindo, o aumento do mMRNA 8€L-XS causado pela exposicdo a radiacao
UV-C levou a ativagdo da via intrinseca da apoptoseforme visto pelos aumentos de 10 e
3,5 vezes na atividade das caspases efetoras JrdFiglD) e 7 (Figura 12A),
respectivamente, e da caspase iniciadora 9 (FLIDg. A caspase-8, que faz parte da via

extrinseca da apoptose, ndo foi ativada pela egdmsi UV-C (Figura 12A).
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Um padrao similar de expressdo aumentada do IncRI¥S foi obtido apds 24 h de
manutencao das células em meio de cultura comaarda SFB (Figura 11E). Células 786-
O foram mantidas em cultura na presenca de corg@es diferentes de SFB que variaram
de 10% até 0,5% (v/v) (Figura 11E). Esse carencioneesultou em uma dose-resposta de
expressdo aumentada dXS acompanhada pelo aumento da isoforma pro-apopBGd. -
XSe concomitante reducéo da expressao da isofortira@optoticaBCL-XL (Figura 11E, F
e G). De maneira geral, os padroes de expressacaeda entre as isoformas observados
foram similares aqueles vistos na exposicao a UjFGura 11C e Figura 11G). Olhando
agora para o perfil de ativacado das caspases,hq@anos um padréo também semelhante em
relacdo a exposicao das células a radiacdo UVgLi@&il1H e Figura 12B).

O tratamento com o agente anti-tumoral sulforafé®®N) induz a parada do ciclo
celular e apoptose, causando uma reducdo na epréassoforma anti-apoptoti&CL-XL
(Yeh and Yen 2005). Apos 24 h do tratamento dadal786-O com SFN (50 uM), houve
um aumento de 10 vezes na expresBB&(S (Figura 111), que foi novamente acompanhado
por alteracbes semelhantes no padréo de exprasséae isoformas d@CL-X e na ativacao

de caspases (Figura 11J, K, L, e 12C).
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Figura 11. A inducdo da expressao endogena do INcCRNNXS por agentes indutores de
apoptose esta associada ao aumento da expressaasdéorma pro-apoptéticaBCL-XS e
ativacdo das caspases-3 e -@A, E, I) Células da linhagem tumoral humana 786-O
apresentaram uma expressao temporal aumentddi&x&nduzida por (A) exposicdo a 40 J/
m? de irradiacdo UV-C, (E) reducdo na concentracdcsate fetal bovino (SFB) e (I)
tratamento com 50 uM do farmaco anti-tumoral safmo (SFN). Os dados representam
medidas de RT-qPCRB, F, J) Niveis da abundancia relativa de expressao darisaf pro-
apoptoticaBCL-XS(barras pretas) e da isoforma anti-apoptd8€aA.-XL (barras vermelhas)
nas mesmas células por RT-qPCR utilizando oligauiitleos iniciadores especificos para
cada uma dela¢C, G, K) Razao dold changeda razéo entre as isoformB€L-XS/ BCL-XL
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nas mesmas ceélulagD, H, G) Ensaio fluorimétrico da ativacdo da caspase-3rdbar
vermelhas) e da caspase-9 (barras verdes) emsg&R6aO 24 h apos a exposi¢do (D) a40J/
m? de UV-C, (H) & SFB 0,5% e (L) & 50 pM de SFN. @dab apresentados referem-se a
média + o desvio padrao de trés experimentos imdkpaes, sendo P(<0,05), **(P <0,01) e
***( P <0,001). A ativacdo ou ndo das demais caspasepa@=m3 e -8) estd mostrada na
Figura 14. Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amaedl 2014).

4.6. INXS € um IncRNA mediador do processo de morte celulavausada por
agentes indutores de apoptose

A transfeccdo das células 786-O com dois oligomtitleos antisenso modificados
(ASOs) e complementares ao INCRN@XS aboliu significativamente o aumento dos niveis
do INXS causado por cada um dos trés agentes indutorapaggose, testados depois 24 h:
exposicdo a luz UV-C (Figura 12A), carenciamento B a 0,5% (Figura 12E) ou
tratamento com 50 uM de SFN (Figura 12I). k@ckdowndo INXS aboliu 0 aumento da
expressdo do mRNA da isoforma pro-apoptotR@L-XS frente a cada um dos trés
tratamentos das células com os indutores de nféigeré 12B, F e J, barras pretas). O oposto
aconteceu com o0 mMRNA da isoforma anti-apoptotR@L-XL, antes diminuida pelos
tratamentos e que depois Kioockdowrtiveram seus niveis aumentados (Figura 12B, F e J,
barras vermelhas). Essa reversdo também podestzipela alteracdo da relacacBfel -XS/
BCL-XL em que a isoforma pro-apoptotica BEL-XSfoi significativamente reduzida em
cada uma das trés condicdes testadas, sempre adwadpapelo aumento concomitante da
isoforma anti-apoptoticBCL-XL (Figura 12C, G e K). Como consequéncigkdockdowrdo
INXS tanto a ativacdo da caspase-3 efetora (Figura H2DL, barras vermelhas) quanto da
caspase-9 iniciadora (Figura 12D, H e L, barrade®@rforam significativamente abolidas em
cada uma das trés condicdes testadas. As atividadesaspases-7 e -8 foram menos afetadas

ou nédo afetadas pekmockdowrdo INXS(Figura 14D, E e F).
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Figura 12. O knockdown do INXS anula em grande parte o efeito causado por agentes
indutores de apoptose em células 786-QA, E, I) Reversdo da inducdo da expressao
endogena ddNXS pelos dois oligonucleotideos antisenso (ASOs) auejam o INCRNA
INXS (ASO-INXS-1 ou -2) em uma concentracdo final d® %0 cada. RT-gPCR foi
realizado em células 786-O depois de submetidaga () UV-C 40 J / i) (e) carenciamento
de soro fetal bovino (SFB) ou (1) tratamento cor@mnaco anti-tumoral sulforafano (SFN).
Essas células foram previamente transfectadas sofs®s contra tNXSou o ASO-SCRB
controle.(B, F, J) O aumento do mRNA da isoforma pré-apoptéBe&alL-XS(barras pretas)
acompanhado da diminuicAdo do mRNA da isoforma amptotica BCL-XL (barras
vermelhas) induzidos pelos agentes apoptéticos sfolidos na presenca dos
oligonucleotideos antisenso que levamkaockdowndo INXS (ASO-INXS-1 ou -2).(C, G,
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K) A mudanca fold chang¢ da razdo entre os MRNABCL-XS / BCL-XL foi
significativamente abolida nas células transfectaman os ASOs que levam &pnockdown

do INXS (ASO-INXS-1 ou -2).(D, H, G) Eliminagdo da ativacdo das caspase-3 e -9, na
presenca dos diferentes oligonucleotideos antisemstna 0 INCRNAINXS (ASO-INXS-1 ou

-2). Em todos os painéis, os dados estdo relativzgelas medidas obtidas nas células
transfectadas com o oligonucleotideo contraderambled (ASO-SCRB). Os dados
representam a média = o desvio padrao de trés imguEps independentes, sendd *(
<0,05), **(P <0,01) e ***(P <0,001). A eliminac&o ou n&do da ativacado das depnzspases
(caspase-7 e -8) estd mostrada na Figura 14. Attapi (DeOcesano-Pereira, Amaral et al.
2014).

Curiosamente, ndo houve alteracdo na abundanah dot mMRNA deBCL-X em
nenhum dos tratamentos: exposicdo a UV-C (Figu),18arenciamento de SFB (Figura
13B) ou tratamento com SFN (Figura 13C). Esse mesesaltado é visto durante o
silenciamento déNXS utilizando os oligonucleotideos antisenso modiftsa (ASO-INXS-1
ou -2) que levaram a protecao das células contrarge celular, pelo menos em parte, apesar
dos tratamentos com os indutores de apoptose @D, E e F). Isso acontece porque 0
knockdowndo INXS, que assim deixa de ser aumentado nas células sabfesentes
estimulos, passa a ndo causar mais o aumento oessdp da isoforma pré-apoptotBaL-

XS
Tomados juntos, esses dados sugerem que o0 aunzeaiprssao enddogena XS

€ 0 agente mediador que levaspticing alternativo do pré-mRNA dBCL-X favorecendo a

expressao dBCL-XSe induzindo a apoptose.
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Figura 13. Niveis do mRNA total deBCL-X em células 786-O expostas a agentes de
indutores de apoptose na auséncia ou na presencaA8Os contra o INCRNAINXS. (A,

B, C) Experimentos de RT-gPCR a partir de RNA total édtralecélulas 786-O expostas a
(A) 40 J / nf de luz UV-C, (B) carenciamento de soro fetal boFB) ou (C) tratamento
com 50 uM de sulforafano (SFN) mostram que os sidgeimRNA total dBCL-Xndo foram
alterados. Os dados representam a média + o dgsvdo de trés experimentos
independentegD, E, F) Os niveis do mRNA total dBCL-X ndo sdo alterados em células
786-0 transientemente transfectadas com os dasmicleotideos antisenso modificados
(ASOs) que alvejam INXS(ASO-INXS-1 e -2) em relagéo ao respectivo cortsctambled
(ASO-SCRB), seguidos da exposicdo a (D) 40 3 WmUV-C, (e) carenciamento de SFB ou
(F) com o tratamento com 50 uM de SFN. Os dadossaptados referem-se a média + o
desvio padrao de trés experimentos independentizgptddo de (DeOcesano-Pereira, Amaral
et al. 2014).

Para todos os experimentos de inducdo da apop#ofishagem 786-O com UV-C,
com carenciamento de SFB ou com tratamento comrmaf® SFN, na auséncia ou na
presenca dos oligonucleotideos antisenso modifcd@d®&Os), medimos a atividade da

caspase-7 (efetora) e da caspase-8 (envolvidarextrinseca da apoptose) (Figura 14).
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Figura 14. Ensaio enzimatico de ativacdo das casgas’/ e 8 na linhagem 786-O apds a
exposicdo das células a agentes indutores de ap@@ma auséncia ou na presenca do
knockdown do INXS. (A) A caspase-7 (barras azuis) € ativada em 24 haaprposicao a 40

J / nf de luz UV-C, enquanto a atividade da caspase+3adaranja) ndo é afetad®) A
caspase-7 (barras azuis) e a caspase-8 (barraf@)asdo ativadas ap0s 24 h de cultivo das
células em meio contendo apenas 0,5% (v/v) de fedab bovino (SFB)(C) A caspase-7
(barras azuis) € ativada ap0s 24 h de tratameste@lalas com sulforafano (SFN; 50 pM),
enquanto a caspase-8 (barras laranja) nao € af@fgda presenca de dois oligonucleotideos
antisenso que disparam a degradacathNak®s (ASO-INXS-1 ou -2) ndo afeta a ativacdo da
caspase-7 (barras azuis) e da caspase-8 (bamafa)arausada pela exposicdo das células a
40 J / mi de luz UV-C.(E) A presenca do ASO-INXS-2 mas ndo a do ASO-INXS$uie
alvejam oINXS (ou -2), abole significativamente a ativacdo dapese-7 causada pelo
carenciamento das células com 0,5% de SFB. A atiédla caspase-8 (barras laranja) ndo é
afetada.(F) A presenca do ASO-INXS-2 mas ndo do ASO-INXS-1e aqivejam oOINXS
anula significativamente a ativacdo da caspasedgada pelo tratamento das células com
SFN (50 uM). A caspase-8 (barras laranja) nao tdde Para todos os casos, os dados sao
comparados com o oligonucleotideo contsieambled(ASO-SCRB). Em todos o0s painéis,
os dados representam a média + o desvio padra@slexperimentos independentes, sendo
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*(P <0,05), **(P <0,01) e ***(P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amaral. et
2014).

Paralelamente, fomos titular a eficiéncia dos difegs ASOs utilizados anteriormenre
na reducao dos niveis tldXSna linhagem 786-O apds a inducédo da expressagenddo
IncRNA por exposicao a luz UV-C (Figura 15). Pasoi transfectamos as células com dois
oligonucleotideos antisenso modificados (ASOs) caagentracdes finais de 50, 100 e 200
nM, separadamente ou combinados (na formpatd). Foi observada uma reducdo dose-
dependente nos niveis do INncRNIAXS (Figura 15A); quanto maior a concentracao final do
ASO, menor é a deteccdo XS Observamos uma mudanca progressiva no perfil de
expressdo das isoformas BCL-X essas mudancas estdo resumidas no Painel B aia Fig
15, onde verificamos uma progressiva reducéo @gdeBCL-XS/ BCL-XL com o aumento
da concentracdo de ASOs utilizada. Padrdes simittgaeducdo na razdo entre as isoformas
apos cknockdowrdo INXStambém foram obtidos quando utilizamos cada unddasASOs
separadamente, porém em uma concentracdo findd@aM cada (Figura 12A). Apesar de
termos obtido um efeito dknockdowndo INXS mais pronunciado usando a combinacao
ASO-INXS-1 + ASO-INXS-2 (Figura 15), optamos poiliér os oligonucleotideos ASOs
separadamente nos experimentos da Figura 12, addinampliarmos nossa margem de
seguranca experimental, porque assim poderiamatdeteventuais efeitos fenotipicos
diferentes provocados por cada um deles, o quetajepara um efeito fora-do-alvoff-
target effects Ao analisarmos cada ASO em separado, e obsergaommesmo efeito
fenotipico para cada um deles, acumulamos evidénd& que aquilo que estamos

documentando é de fato um efeito especifico ratacio acknockdowrdo INXS
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Figura 15. Titulacdo do knockdown de INXS com os oligonucleotideos antisenso
modificados (ASOs) que alvejam ®NXS na linhagem celular 786-O exposta a luz UV-C.
(A) Os niveis do INCRNAINXS foram obtidos por RT-gPCR a partir de células ©86-
transfectadas com os oligonucleotideos antisenstificarlos (ASOs) seguido da exposi¢ao a
luz UV-C. As células foram mantidas em cultura pdrh depois de expostas a 40 J*/dm

luz UV-C. Essas células foram previamente tranafixd com os ASOs nas concentragdes
finais de 50 nM (barras azul claras), 100 nM (lmeaauis) ou 200 nM (barras azul escuras),
separadamente (ASO-INXS-1 ou ASO-INXS-2) ou em woitg (ASO-INXS-1 + ASO-
INXS-2). (B) Para cada uma das transfec¢des seguidas de é&@adiz UV-C, os niveis do
MRNA das isoformas d8CL-XSe BCL-XL foram medidos por RT-gPCR e a raB{oL-XS/
BCL-XL esta mostrada. Tanto para o painel (A) quanto parainel (B), o gradual aumento
no tom da coloragcdo indica o aumento da concemrdigél dos ASOs utilizados nas
transfeccbes. As medidas de ambos os painéis sdpacadas aquelas onde foi utilizado o
oligonucleotideo controlescrambled (ASO-SCRB) na auséncia de UV-C. Os dados
representam a meédia = o desvio padrdo de trés imgrens independentes, sendd *(
<0,05), **(P <0,01) e ***(P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amaidl 8014).

4.7.A super-expressao ddNXS altera o splicing do geneBCL-X aumentando a
abundancia da isoformaBCL-XS e levando as células a apoptose

Para testar o efeito da super-expressao ectopidacB®NA INXS no mecanismo de
splicing alternativo do gen8CL-X células 786-O foram transfectadas transientenmmoite
concentracdes crescentes do vetor pCEP4-INXS eespectivo controle pCEP4-vazio; apos
24 h, as células transfectadas mostraram um aurderitd a 40 vezes na abundancidiNgées
guando comparadas com o nivel endogeno de expreisdocRNA em células néo

transfectadas (Figura 16A, barras azuis). A aburidate mRNA da isoforma anti-apoptoética
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BCL-XL foi reduzida em até quatro vezes nas célulasfaetaslas com 3 pug de vetor pCEP4-
INXS em comparacdo com as células ndo transfect@elgara 16A, barras vermelhas).
Curiosamente, os niveis de mRNA da isoforma pr@#jica BCL-XS mostraram um
aumento de até 20 vezes em relacdo aos niveinges®s células do tipo selvagem (786-0O
parental) (Figura 16A, barras pretas). E importaatar que a proporcéo relativa da razéo de
abundéancia entrBCL-XS/ BCL-XL foi marcadamente aumentada a medida que as células
foram transfectadas com quantidades crescentetasimipeo pCEP4-INXS, alcangcando um
patamar de até 60 vezes (Figura 16B); a razdo aestisoformas foi de 0,06 (em células
transfectadas com o pCEP4-vazio) para 3,3 (emastBuper-expressando o INCRIN¥XS);
nenhuma alteracdo nos niveis totais do mMRNAB@&-X (Figura 16C) foi observada. Os
niveis mais elevados ddiXS foram onde claramente predominou a expressaoofiarnsa
pré-apoptoticdBCL-XS(~80% de todos os mRNAs &€L-Xda célula).

Tendo verificado que a super-expressadNS altera o padrdo deplicing do preé-
MRNA de BCL-X em células 786-O, aumentando significativamentbandancia de um
MRNA que sabidamente esta relacionado ao processnodte celular programada, fomos
examinar a apoptose nessas células apos a supessip do INCRNANXS A analise por
citometria de fluxo, usando células duplamente adas com Anexina-V FITC (AV) e iodeto
de propideo (Pl), mostrou um aumento da apoptose-dependente nas células super-
expressando tNXS a apoptose aumentou de 15% nas células 786-6facaadas com 1 pg
do plasmideo pCEP4-INXS (Figura 16D, painel infegsquerdo) para ~42% nas células
transfectadas com 3 pg do plasmideo (Figura 16hebpalireito inferior). A apoptose
induzida pela super-expressdo XS foi altamente reprodutivel entre trés réplicas
biologicas (Figura 16E), e a média da quantificag@@poptose entre os experimentos {AV

Pl e AV’ PI') na populacdo de células aumentou significativaenele ~15% nas células
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transfectadas com 1 pg de pCEP4-INXS para ~40%céhsas transfectadas com 3ug

(Figura 16E).
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Figura 16. A super-expressao ddNXS induz uma mudanca no padrdo desplicing de
BCL-X e promove a apoptose em ceélulas tumorais MCF7 e BGA, F) Niveis do IncCRNA
INXS (barras azuis), mRNA d8CL-XS (barras pretas) e mRNA dBCL-XL (barras
vermelhas) obtidos por RT-gPCR em linhagens deéf)las tumorais de mama MCF7, e (F)
células tumorais de prostata PC3 ap0s 24 h defé@® transiente com quantidades
crescentes do plasmideo pCEP4-INXS (barras azHis). paralelo, estes RNAs foram
medidos em células controle: as respectivas pasedéacada uma das duas linhagens ou
células transfectadas com o plasmideo vazio (pGER#). Todos 0s niveis de expressao
estdo mostrados como “abundancia relativa” em dielaps niveis enddgenos XS nas
células parentais de cada linhagd®, G) Para ambas as linhagens celulares testadas, a
mudancafpld changé da proporcéo entre as isofornBGL-XS/ BCL-XL foi dependente do
aumento gradual de super-expresséo do IncRIWAS (C, H) Nas duas linhagens celulares,
os niveis totais do mRNA d&@CL-X ndo acompanharam as mudangas da super-expressao do
INXS permanecendo inalteradd®, I) A apoptose foi detectada em ambas as linhagens
celulares transfectadas com 3 pg de DNA plasmildiglCEP4-INXS, ou do controle pCEP4-
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vazio. Estes resultados foram obtidos por citomete fluxo utilizando dupla marcacdo com
Anexina-V FITC (AV-FITC, eixo-x) e iodeto de progiad (Pl, eixo-y). A porcentagem de
células que foram marcadas com AV-FITC esta mostrams quadrantes ressaltados com
linhas azuis tracejadafe, J) Os resultados de cada quadrante em D e | estésempados
como a fracdo das células marcadas (%) em relagdotal. Para ambas as linhagens, os
dados representam a média + o desvio padrdo desxpEyimentos independentes. P*(
<0,01) e ***(P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amal 2014).

A eficiéncia da super-expressdo ectopicaNgS afetando csplicing alternativo do
pre-mRNA deBCL-X foi testada em outras duas linhagens de célutasrais adicionais: em
MCF7, uma linhagem tumoral de mama (Figura 17A, B)ee em PC3, uma linhagem
tumoral de prostata (Figura 17F, G e H), mostrapddroes semelhantes de aumento do
MRNA deBCL-XSdose-dependente da super-expressao ectopitfdXd® com a respectiva
diminuicéo da isoform8CL-XL,sem alterar os niveis totais do mRNARIEL-X Ensaios de
apoptose, similares aqueles mostrados para asa€&186-O, também foram realizados com a
linhagem tumoral de mama MCF7 (Figura 17D e E)lategem tumoral de préstata PC3
(Figura 171 e J), utilizando citometria de fluxo,08 resultados obtidos de aumento da

apoptose induzida pela super-expressatNé®s foram semelhantes nestas duas linhagens de

células, quando comparados com os resultados d©.786
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Figura 17. A super-expressao ddNXS induz uma mudanca no padrdo desplicing de
BCL-X e promove a apoptose em células tumorais MCF7 e BGA, F) Niveis do IncRNA
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células tumorais de prostata PC3 apés 24 h deferp@® transiente com quantidades
crescentes do plasmideo pCEP4-INXS (barras azHis). paralelo, estes RNAs foram
medidos em células controle: as respectivas pasedéacada uma das duas linhagens ou
células transfectadas com o plasmideo vazio (pGER#). Todos 0s niveis de expressao
estdo mostrados como “abundéancia relativa” em delaps niveis enddégenos XS nas
células parentais de cada linhagd®, G) Para ambas as linhagens celulares testadas, o
aumento da proporcdo entre as isoforrB& -XS/ BCL-XL foi dependente do aumento
gradual de super-expressao do INcRINKXS (C, H) Nas duas linhagens celulares, os niveis
totais do mMRNA deBCL-X ndo acompanharam as mudancas da super-expressBiXgo
permanecendo inalteradd®, 1) A apoptose foi detectada em ambas as linhagenkied
transfectadas com 3 pg de DNA plasmidial do pCE¥4S, ou do controle pCEP4-vazio.
Estes resultados foram obtidos por citometria deofl utilizando dupla marcacdo com
Anexina-V FITC (AV-FITC, eixo-x) e iodeto de progid (PI, eixo-y). A porcentagem de
células que foram marcadas com AV-FITC esta moastrambs quadrantes ressaltados com
linhas azuis tracejadafe, J) Os resultados de cada quadrante em D e | estésespados
como a fracdo das células marcadas (%) em relagdotal. Para ambas as linhagens, os
dados representam a média + o desvio padrao desxpEyimentos independentes. P*(
<0,01) e ***(P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amall 2014).

Para verificar a especificidade do efeito apoptotae INXS fizemos a super-
expressdo outro IncRNAnsplicedndo-relacionado atNXS Super-expressamos o0 INCRNA
ANRASSFluma mensagem antisenso transcrita a partitodos do geneRASSF1Aem
células tumorais de proéstata (Beckedorff, AyupaleR013). O fendtipo resultante da super-
expressao deNXSnéao foi observado quando super-expressanfd$RASSFI1ApOs a super-
expressdo dANRASSFZEm células 786-O, nenhuma mudanca nos niveis glessdo das
isoformasBCL-XL ou BCL-XSfoi detectada (Figura 18A, B). Além disso, haodbservada
apoptose nessas ceélulas super-expressanddNRASSF1 como visto pelo método de
citometria de fluxo com as células duplamente ntasaom Anexina-V FITC e PI (Figura
18C), fornecendo um suporte adicional de esped#de do fenotipo apoptético observado

nas células super-expressando o INcCRNXS
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Figura 18. A super-expressédo do INCRNAANRASSF1 ndo altera a abundancia entre as
isoformas deBCL-X e ndo induz as células a apoptoséd) Os niveis do mRNA das
isoformasBCL-XS(barras pretas) BCL-XL (barras vermelhas) foram medidos por RT-qPCR
na linhagem celular tumoral de rim 786-O apo0s 2d4ehtransfeccdo transiente com o
plasmideo pCEP4-ANRASSF1 (niveis do INCRNNRASSFE barras de cor laranjgB) A
relacdo de abundéancia dos mRNAs entre as isofoda&CL-XL / BCL-XSnestas células
nao se altera apos a super-expressa@NRASSF1(C) Apds a transfeccao das células 786-0O
com o plasmideo pCEP4-ANRASSF1 (barras de corj@ramu com o pCEP4-vazio (barras
cinzas), a apoptose foi medida por citometria dedflutilizando a dupla marcacdo com
Anexina-V FITC (AV) e iodeto de propideo (Pl ). @afico mostra a quantificacao (%) da
fracdo de células marcadas em relacdo ao totadjdmrando trés transfec¢des independentes
para cada plasmideo. As células transfectadas &ERP4-INXS (barras azuis) foram usadas
como controle positivo. Os dados representam a anédio desvio padrdo de trés
experimentos independentes. *#(0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amarall. et
2014).
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4.8.A super-expressao ddNXS aumenta os niveis da protein8CL-XS e ativa
as caspases 3,7e9

O efeito da super-expressdao do IncRNMXS sobre a abundéancia dos mRNAs
correspondentes as isoformas do prée-mRNAGe&-X foi visto em trés linhagens celulares
diferentes, mostrando uma correlacdo direta estréweis do INcCRNA e o padrao gplicing
do BCL-X Finalmente, o proximo passo foi testar se esstoefobre os transcritos 8€L-X
se reflete em uma mudanca no perfil de expresssiauaas proteinas BCL-XL e BCL-XS,
provenientes da traducdo das duas isoformas deRdAMUmMa vez que muitas ceélulas
mortas se acumulam apo6s 24 h de transfeccdo comasmipeo pCEP4-INXS (3 pug do
plasmideo), notou-se que isso reduzia significaterste a capacidade de se obter células em
condi¢cles viaveis para 0os ensaioswisternblotting. Assim, fomos determinar o menor
tempo em que ocorria a super-expressao transientecBNA INXS seguida de mudanca do
splicingdo BCL-X por RT-gPCR, previamente aos experimentos/elgternblotting. Células
da linhagem 786-O foram transfectadas transientream o plasmideo pCEP4-INXS (e o
controle pCEP4-vazio) e coletadas depois de 1,3, B2, 15 e 24 h da transfec¢cdo. Ao medir
a resposta temporal da super-expressatNé®s e o aumento de mMRNA correspondente a
isoformaBCL-XSapos a transfeccéo transiente de células 786¢Dr@iL9A e B), verificou-
se que depois de 15 h apds a transfeccdo ja haviaumento de 22 vezes #¥XS em
comparacao com 0s seus niveis de expressao end@ggue 19A), e um aumento de 18
vezes nos niveis do mMRNA da isoforma pro-apoptoB€-XS (Figura 19B), com a
concomitante reducédo de 2,5 vezes no mRNA da is@afanti-apoptoticd8CL-XL (Figura
19C). Ap6s 15 h de transfeccao transiente com BNAC INXS detectamos um aumento
significativo de 18 vezes na razao entre as isdeBCL-XS/ BCL-XL (de 0,06 para 1,2)

(Figura 19D).
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Figura 19. Curso temporal da super-expressao do IRNA INXS e o efeito sobre as
isoformas do pre-mRNA deBCL-X em células 786-O(A) Niveis do INcCRNAINXS em
células 786-O transfectadas com o plasmideo pCElR-\(barras azul clara) ou com o
pCEP4-INXS (barras azul escura). Os RNAs das celtrensfectadas foram coletadados
depois dos tempos indicados (1 h até 24 h) e dicadkds por RT-gPCR.(B) Niveis do
MRNA correpondente a isoforma pro-apoptoBeal-XSforam medidos nas mesmas células
mostradas no painel (AJC) Niveis do mRNA correpondente a isoforma anti-aptiqd
BCL-XL foram medidos nas mesmas células mostradas nel p@ih (D) Relagdo das
abundéancias de expressao entre o0s mRNAs das isg§@@L-XS/ BCL-XL nas mesmas
células mostradas no painel (A). Em todos os pminéi dados representam a média = o
desvio padrao de trés experimentos independergrdp s‘P <0,05), **(P <0,01) e ***(P
<0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amail 8014).

Uma vez determinado o tempo-resposta da superssgmedo INCRNANXS que
permitisse tanto a inducéao dplicing do pre-mRNA deBCL-X quanto a presenca ainda em
cultura de células viaveis e/ou entrando recenteanem processo de morte celular, fomos

avaliar a abundancia entre as proteinas BCL-XS k-BIC ap0s as transfeccdes. Assim,

depois de 15 h de transfeccdo as células 786-Gnfomdetadas e lisadas para obtencéo do
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extrato proteico. Em seguida, as isoformas da pr@tBCL-X foram imunoprecipitadas (IP)
com o anticorpo anti-BCL-X e a fracdo IP foi anadia porwestern blotting Uma banda
distinta referente a isoforma da proteina BCL-X& detectada apenas nas células super-
expressando 0 INCRNANXS (pCEP4-INXS) mas ndo no controle, ou seja, células
transfectadas com o vetor vazio (pCEP4-vazio) (@g0A). A relacdo entre os sinais de
intensidade obtidos por densitometria entre asefitas BCL-XS e BCL-XL aumentou
significativamente de 0,2 nas células transfectadas o vetor vazio para 2,8 nas células
transfectadas com o vetor super-expressantiX8 (Figura 20B). A quantidade de proteinas
referente a isoforma BCL-XL aparentemente ndo dimimpos 15 h da super-expressao do
INXS (Figura 20A), sugerindo quetornoverda proteina BCL-XL € maior quetornoverdo
mRNA deBCL-XL (Figura 19C). E interessante notar que a abundatas proteinas BCL-
XS em células humanas néo apoptoticas é infiman@stabaixo dos limites de deteccao pelo
meétodo dewesternblotting nas linhagens celulares de melanoma (Bauman, &i. &010;
Plotz, Gillissen et al. 2012) ou adenocarcinomagulendo (Taylor, Zhang et al. 1999). As
dificuldades na deteccdo da isoforma pré-apoptddi@eproteina BCL-XS também foram
observadas nesse trabalho utilizando células tadiem tumoral de rim 786-O, o que nos
levou a utilizar a abordagem de IP, seguidavdsterrblotting.

A super-expressao dbiXS causou uma significativa ativagcdo das caspasése39,
gue sdo as principais caspases envolvidas na o@d@jca mitocondrial, mas nao teve efeito

sobre a caspase-8, que esta envolvida na mortarceéla via extrinseca (Figura 20C).
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Figura 20. A super-expressdo do INcCRNANXS leva ao aumento da abundancia da
proteina pro-apoptética BCL-XS e consequentemente ativacdo das caspaseqA)
Westernblotting detectou a isoforma da proteina BCL-XS mediantuger-expressao do
INXS depois de 15 h de transfeccdo das células. Anticari-BCL-X foi utilizado para
imunoprecipitacdo (IP) de lisados celulares daageam 786-0, e a fracdo imunoprecipitada
foi analisada powesternblotting utilizando o mesmo anticorpo da IP. Estdo mostddks
experimentos independentes de transfeccédo segeitRa ewesternblotting (expt 1, 2 e 3).
(B) Estd sendo mostrada a relacdo de intensidade esiteenais das densitometrias das
proteinas BCL-XL / BCL-XS obtidos a partir do pdif&). A intensidade do sinal de fundo
(backgroungl para a banda de BCL-XS foi utilizada nos casodeoms células foram
transfectadas com o pCEP4-vaZi0) Ensaio fluorimétrico de ativacdo das caspasese39 7
mediante super-expressaoltiXS (pCEP4-INXS) ou do controle (pCEP4-vazio) nas masm
condicdes de transfecgdo mostradas no painel (Agnés a caspase-8 nao teve sua atividade
aumentada. Em todos os painéis os dados representagdia + o desvio padrdo de trés
experimentos independentes. P*0,01) e ***(P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira,
Amaral et al. 2014).

O fenotipo apoptoético foi ainda confirmado em pel@lpor imunofluorescéncia
utilizando o anticorpo especifico para a forma atda caspase-3 (casp-3 clivada), que
mostrou um forte sinal de fluorescéncia apenascélgas 786-O transfectadas com o vetor

pCEP4-INXS quando comparado com o controle (pCE®4eY (Figura 21). Estes resultados
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estdo inteiramente de acordo com o papel da peotB@L-XS na ativacdo da apoptose

mediada pela via mitocondrial (Plotz, Gillissen adt 2012) apdés a super-expressao do

A N ‘
‘ " ‘

Figura 21. Detecc¢do por imunofluorescéncia da caspe3 ativa (clivada) em células 786-

O apos a super-expressao do INCRNANXS. Os painéis superiores mostram as células
transfectadas com o plasmideo controle (pCEP4-vapids 24 h de transfeccao, e os painéis
inferiores mostram as ceélulas 24 h apds a trar@fecom o plasmideo pCEP4-INXS. As
células foram coradas cofdoechst(a esquerda), com anticorpo anti-caspase-3 clivada
(centro-esquerda) e com anti-tubulina (centro-@ijeiNo painel da direita, foi feita uma
sobreposicdo das imagens. As barras de escalaspondem a 10 um. Adaptado de
(DeOcesano-Pereira, Amaral et al. 2014).

INCRNA INXS

pCEP4-vazio

pCEP4-INXS

4.9.INXS se liga com a proteina Sam68 do complexo moduladde splicing,
porém a super-expressdo oknockdown do IncRNA néo altera osplicing
de outros genes alvos de Sam68

Uma vez que o complexo modulador gfdicing do qual a proteina Sam68 faz parte
regula osplicing alternativo do pré-mRNA d&CL-X (Paronetto, Achsel et al. 2007),
realizamos uma imunoprecipitacdo nativa de comglesmnucleoproteicos (RIP) utilizando
um anticorpo anti-Sam68 para determinar se essaipaose liga ao INCRNANXSdireta ou
indiretamente. Uma vez imunoprecipitadas, as prageforam digeridas e os RNAs ligados a

elas foram detectados (ou ndo) através de RT-P@ReMnsaio tNXSfoi detectado como
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ligado aos complexos nos quais a proteina Samé&&estente (Figura 22A). Como controles
positivos foram medidos os mMRNAs BEL-XL e BCL-XS(Figura 22A), os quais também
foram detectados nas fracdes imunoprecitadas caitogro anti-Sam68, reproduzindo os
dados da literatura (Paronetto, Achsel et al. 20B@) utilizado como controle negativo o
MRNA deBCL-2 (Paronetto, Achsel et al. 2007), que € conhecidanfo se ligar a Sam68, e
portanto ndo foi detectado na imunoprecipitacaguiia 22A). Como esperado, a proteina
Sam68 foi encontrada na fracdo imunoprecipitadarsgaio de RIP anti-Sam68, pgestern
blotting, com 0 mesmo anticorpo anti-Sam68 (Figura 22B).

Visto que o IncRNAINXS se liga ao complexo modulador dplicing de BCL-X do
qual a proteina Sam68 faz parte, fomos monitorarefestos da super-expressao ou
knockdowndo INXS sobre outros dois mMRNAs que sabidamente sdo dv@&am68. Esses
MRNAs adicionais séo a ciclina DCCDN1-v) (Paronetto, Cappellari et al. 20105E2/
ASF (SRSF1-vl e y2Valacca, Bonomi et al. 2010). A super-expres@agura 22C) ou o
knockdown(Figura 22D) ddNXSné&o afetou @plicingda ciclina D1 CCDN1-v) ou deSF2
| ASF (SRSF1-vE Vv2) nas linhagens 786-O (tumoral de rim) e RC-124 (@oral de rim),
respectivamente. Esses dados demonstram que tss efai super-expressao kmockdown

do INXSestao relacionados exclusivamente ao controkpticingdo pré-mRNA d&BCL-X
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Figura 22. INXS interage com o complexo modulador deplicing através da proteina
Sam68. (A) Ensaios damunoprecipitagdo nativa de complexos ribonucletgcos (RIP)
com o anticorpo anti-Sam68 (anti-Sam68 RNA-IP) ioreealizados seguidos de RT-PCR
com oligonucleotideos iniciadores especificos pargenes indicados. Um controle negativo,
a partir de RNA imunoprecipitado com anticorpo 4g& (IgG RNA-IP), foi utilizado. Para a
deteccdo do INCRNANXS um oligonucleotideo iniciador fita-especifica filizado para as
reacOes de transcricdo reversa (RT). Para os temipositivos (MRNAs d8CL-XL e BCI-

XS e para o controle negativo (MRNA &€L-2), foi usado oligo-dT para as reacfes de
transcricdo reversa (RT(B) A fracdo de proteinas obtida a partir do ensai®ti nativa
com anticorpo anti-Sam68 foi analisada pestern blottingusando o mesmo anticorpo anti-
BCL-X Uma amostra controle negativa, de RIP com Ig&G (RNA-IP), também foi usada
nos experimentos deestern blotting(C) Super-expressao ddXS na linhagem tumoral de
rim 786-O com 3 pug de DNA plasmideal apos 24 hraesfeccdo transiente seguido de RT-
gPCR. Foram medidas as isoformasspkcing alternativo de dois mRNAs alvos de Sam68,
CCDN1-v1 SRSF1-vle v2. (D) Knockdowndo INXS foi realizado na linhagem celular ndo
tumoral de rim RC-124, e os niveis de expressadstéermasCCDN1-v]l SRSF1-vie v2
foram medidos por RT-gPCR. Os dados representangédiant o desvio padrdo de trés
experimentos independentes. *(0,001). Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amarall. et
2014).

4.10. INXSinduz a regressao tumoralin vivo utilizando modelos animais
Para determinar o potencial do INCRNIRXS em afetar ou ndo o crescimento de

tumoresin vivo, uma vez que o0 mesmo dispara a apoptose em cuitetalares, fomos
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verificar o efeito da super-expressdo ectopicald¥S em xenotumores derivados da
linhagem tumoral de rim 786-0.

Células tumorais 786-O (18élulas) foram inoculadas subcutaneamente em gada u
de 12 camundongos no dia -63 (Figura 23A), e quawdo tumores atingiram
aproximadamente o mesmo volume de 250°nia zero), os animais foram separados
aleatoriamente em dois grupos: em um dos grupasiogais receberam injecdes contendo o
plasmideo pCEP4-INXS, e no outro grupo o pCEP4evdnrjecbes intra-tumorais da solucéo
transfectante contendo os plasmideos comecaranarge e seguiram-se a cada trés dias
durante um total de 15 dias de tratamento (Fig8A).20 volume do tumor em cada animal
foi medido com um paquimetro previamente a cad&#g contendo os plasmideos (Figura
23B). No dia 15, todos os animais injetados consmldeo super-expressando o IncCRNA
INXS apresentaram reducao do tamanho do tumor, comolume médio do tumor reduzido
para 70 mm (Figura 23B); isto é, verificamos no dia 15 umgressdo média do volume dos
tumores de 8 vezes em comparagdo com o volume rdéditumores presentes no dia 15 nos
animais controle, injetados com o vetor vazio (6%8°) (Figura 23B).

Em paralelo, acompanhamos o desenvolvimento temporazolume dos tumores
através do imageamento dos animais no espectuzdedximo ao infravermelho, utilizando
um aparato que permitisse a obtencdo das imagen<atoundongos vivos. No dia da
observacéo, foi injetado na veia caudal de cadaarum tragador fluorescente derivado da
proteina EGF conjugada a um fluorocromo, e as inmgkgitalizadas foram obtidas 12 h
apos. Trés imagens para cada animal foram obtaémgo do tratamento, coincidentes com
a injecéo inicial (dia 0), com a injecao do meioa(®) e no final (dia 15). Imagens
representativas de dois animais estdo mostradgsr@23C). Uma reducdo consideravel no
volume dos tumores foi observada nos animais dpogque recebeu o vetor pCEP4-INXS

(Figura 23C, painéis inferiores), enquanto queesamento dos tumores ao longo do tempo
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foi evidente no grupo controle inoculado com o wvetrio (Figura 23C, painéis superiores).
No dia 15, a diferenga entre os volumes dos tumaoee ser claramente visualizada, como

mostrado nas fotografias (Figura 23D).
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Figura 23. A super-expressao do INcCRNANXS induz a regressao tumoralin vivo. (A)
Representacdo esquematica mostrando o delineamexgerimental utilizado para o
tratamento dos animais. Inicialmente realizamos@culacdo subcutanea de células da
linhagem humana tumoral de rim 786-O no flanco damundongos BALB/c Nude (seta
aberta, dia -63), seguindo-se um periodo de espemplantacdo e crescimento dos
xenotumores até todos atingirem o mesmo volumexapaalo de 250 mrh(dia zero). Nesse
dia iniciamos as injecdes com os plasmideos navaasi(setas verticais). Injecdes intra-
tumorais contendo os plasmideos pCEP4-INXS ou p&ERi® foram feitas a cada trés dias
ao longo de um periodo de 15 di@B) O volume dos tumores foi monitorado com um
paquimetro previamente a cada injecdo, nos diasaihols no gréafico. Os animais foram
distribuidos aleatoriamentre em dois grupos, sequ® um recebeu o plasmideo pCEP4-
INXS (azul) e o outro o pCEP4-vazio (preto). Cadapg tinha 6 animais do sexo feminino.
Os dados representam a meédia = o desvio padrameédigdes dos volumes dos tumores
feitas nos 6 animais de cada grupo; sendoP*(,001).(C) Apo6s 12 h da inje¢do via caudal
de um tracador fluorescente conjugado a EGF, sabs um escaneamento dos animais
vivos nos dia 0, 9 e 15 apos o tratamento com ptesye. A fluorescéncia foi detectada no
espectro proximo ao infravermelho e as imagensatiggdas foram obtidas no equipamento
Odyssey. Apenas um camundongo representativo éadogpara cada grupo de tratamento.
(D) Fotografias tiradas no dia 15 de dois animaisessgntativos de cada um dos dois grupos,
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o de tumores injetados com o pCEP4-INXS ou o deotaminjetados com pCEP4-vazio.
Note a diferenca no tamanho entre os tumores dissatiimais, como indicado pelas setas.
Adaptado de (DeOcesano-Pereira, Amaral et al. 2014)

Todos os camundongos foram sacrificados no dia 1&s exenotumores foram
removidos e fotografados (Figura 24A). Posteriotmeresses tumores foram fixados em
formalina, parafinados e observados por microscdpiduz depois de serem corados com
hematoxilina e eosina (H&E) (Figura 24A). Curiosamee nos tumores que receberam as
injecbes contendo o plasmideo que super-exprestidX& (pCEP4-INXS) o grau de
vascularizagcdo nos tumores residuais foi consiééreante reduzido em comparagdo com 0s
controles (pCEP4-vazio) (Figura 24A).

Apods o sacrificio dos camundongos, os tumores foramovidos cirurgicamente,
pesados e fotografados. Detectamos uma reducéticdrde 13 vezes entre a média do peso
dos tumores injetados com o plasmideo que supeessa dNXS (27 mg), em comparacao
com a média do peso dos tumores que receberamsmidizo controle (339 mg) (Figura
24B). Um animal adicional, que recebeu apenasdeggcontendo a solucao de transfeccao
(veiculo), apresentou um peso final do tumor de Bl (Figura 24B), semelhante ao dos
tumores dos animais que receberam o vetor vazio.

O RNA total das amostras de tumores parafinadasxtoaido, e os niveis do INCRNA
INXS e das isoformas dBCL-X foram medidos. Observamos um aumento significala®
mensagens diNXS (5 vezes) detectado nas células tumorais remantescgos tumores que
foram injetados com o plasmideo pCEP4-INXS em coagd® com o0s niveis do IncCRNA
presente nos tumores dos animais que foram tratamo plasmideo pCEP4-vazio (Figura
24C). Por outro lado, foi detectado um aumento miegis do mRNA da isoforma pro-
apoptoticaBCL-XSenquanto o0 mRNA da isoforma anti-apoptoffal - XL foi reduzido nos
tumores remanescentes dos animais transfectado® @@EP4-INXS em comparacdo com

os controles (Figura 24C). Vale a pena notar qudsoea as medidas tenham sido realizadas
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com as células que ndo morreram ao longo dos 16 alia que 0s tumores dos animais
receberam as inje¢cdes com o plasmideo pCEP4-INX& & entrd®CL-XS/ BCL-XL estava
significativamente aumentada 4 vezes nestas céiufasrais remanescentes (Figura 24D).
As células que ja haviam morrido ao longo dos &5 de tratamento, que sao as responsaveis
pela reducdo dramdtica no tamanho dos tumores,aypebuente foram aquelas que
expressaram 0s niveis mais elevadosINlES Somados, estes resultados mostram que o
INncRNA INXS promoveu a regresséo dos tumaresivo, demonstrando assim uma atividade

supressora de tumor.
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Figura 24. O IncRNA INXS apresenta uma funcéo supressora de tuman vivo. (A) No

dia 15, isto €, depois de 15 dias ap6s a primajegdo com o plasmideo pCEP4-INXS ou
pCEP4-vazio, todos os animais foram sacrificadass eseus tumores foram removidos e
fotografados. Os tumores obtidos foram fixados emmélina e incluidos em parafina,
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corados com H&E e observados por microscopia de Aszsetas apontam as regifes de
vascularizacdo periférica dos tumoréB) Uma vez removidos, e antes de fixados e
parafinizados, todos os tumores foram pesados @&fwa representa a média do peso dos
tumores dentro de cada grupo de tratamento: pCER&-I(barra azul) ou pCEP4-vazio
(barra preta); foi incluido um animal no qual o turfoi injetado apenas com o veiculo (barra
branca). Os dados representam a média + o desgti@@antre os 6 animais de cada grupo;
sendo ***(P <0,001).(C) Os niveis dos transcritos do IncRNHNXS (barras azuis) e do
MRNA das isoformaBCL-XL (barras vermelhas)BCL-XS(barras pretas) foram obtidos por
RT-gPCR nos xenotumores remanescentes, apos exttagdNA dos tecidos parafinizados.
(D) Razéo entre a abundancia das isoformas de mRBIBE-KS/ BCL-XL) nos tumores a
partir das medidas em (C). Os dados representanédiamt o desvio padrdao entre os 6
animais de cada grupo.P0,05), **(P <0,01) e ***(P <0,001). Adaptado de (DeOcesano-
Pereira, Amaral et al. 2014).
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5. DISCUSSAO

Com os rapidos e recentes avancgos nas técnicasgdedscala em gendmica, cada vez
mais tem sido documentada na literatura a ocoméreitranscricdo de INcCRNAs ao longo de
mais de 90% de todo o genoma humano (Birney, Stgaanopoulos et al. 2007; Kapranov,
Cheng et al. 2007), e tem sido demonstrado que éstRNAs podem agir por diversos
mecanismos. Entretanto, apenas alguns desses RM&®m ftaracterizados funcionalmente
sob o ponto de vista molecular, como discutido énmsg revisdes recentes (Wilusz, Sunwoo
et al. 2009; Wang, Song et al. 2011; Rinn and Ci201®; Kung, Colognori et al. 2013). O
mapa anatbmico dos IncRNAs no genoma humano terrilmoido para que diferentes
classes ou categorias de IncRNAs sejam descritag,wez que tanto a definicdo quanto a
nomenclatura dos INcCRNAs ainda encontra-se em e&oloa literatura (Wright and Bruford
2011). Atualmente, a maioria dos grupos tem comadatseus esforcos no estudo de uma
classe de IncRNAspliced que tem sido chamada da classe dos RNAs naoiczmttifes
longos intergénicos (lincRNAs). O fato dos lincRN#afreremsplicing e estarem fora do
locusde genes codificadores de proteinas, contrib@ gae esse classe de RNAs tenha sido
a mais estudada entre os IncRNAs, uma vez qug@ssibilita uma maior seguranca quanto
a existéncia de um transcrito independente, oy sejatranscrito que nao resulta do poés-
processamento de introns dos genes codificadorgwaleinas. Ja os INCRNAs intronicos
mono-exo6nicos (que ndo sofresplicing) tém sido pouco caracterizados ou até descartados
em muitos tipos de andlises de transcriptoma, fsecgientemente suspeita-se de que eles
sejam um possivel artefato técnico de deteccaoest®ws de introns ndo completamente
degradados, um ruido transcricional, ou mesmarfesjos de DNA gendmico.

Contrastando com os trabalhos predominantes neatlite, o presente trabalho
descreve e caracteriza estrutural e funcionalmeméncRNA intrénico eunspliced que é

expresso na orientacdo antisenso em relacdo aocgeifecador de proteinaBCL-X Esse
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IncRNA caracteriza um novo membro da classe deNWaRque € capaz de regular a morte
celular programada, neste caso através de um msewame controle pos-transcricional em
trans sobre osplicing alternativo do pré-mRNA d8CL-X portanto atuando como um
mediador da apoptose (DeOcesano-Pereira, Amaahl 2014).

Transcrito a partir do mesmo locus 8€L-X porém em orientagcdo antisenso, 0
INcRNA INXS apresenta um nivel se expressdo menor em toddshagens celulares
tumorais testadas em comparacdo com as linhagecé&ldas ndo tumorais provenientes do
mesmo tecido. Resultados similares também foramdazba partir de amostras de carcinomas
de células claras de rim de pacientes, quando cawhpsm com o0s tecidos ndo tumorais
adjacentes e pareados. Isto sugere qdevaregulationdo INCRNAINXS pode ser um dos
fatores que conferem resisténcia das celulas tusnarapoptose. O controle da expressao de
INXS em tecido normal, e a perda de sua regulacdoumsrés, devem ser o objeto de
futuros estudos na area.

INXS é um dos milhares de IncRNAssplicedque podem ser transcritos a partir de
regides intronicas de 74% dos genes codificadargwateinas (Nakaya, Amaral et al. 2007),
fazendo parte da transcricdo generalizada que &amrigem a proteinas, e que ocorre ao
longo de pelo menos 75 a 90% de todo 0 genoma haufBamey, Stamatoyannopoulos et al.
2007; Djebali, Davis et al. 2012). A apoptose meadigeloINXS e induzida pela proteina
BCL-XS exemplifica um novo papel funcional exercido pon membro dessa classe de
INcRNAs antisensos anspliced essa classe até agora tinha uma implicacédo foalcioa
regulacdo da expressao génica apenas em nivetricdosal, através do recrutamento de
proteinas que fazem parte golycomb repressor complex(RRC2) e modificam a histona
H3K27, como descrito para o IncRN#£cnglotlantisenso atocusKCNQ1,que é capaz de
regular e inibir a transcricdo de wtuster de dez genesnprinted (Pandey, Mondal et al.

2008), e como descrito para o recrutamento de RBE2INcCRNAANRASSFIue inibe a
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expressdo do gene supressor de tuRBESF1ABeckedorff, Ayupe et al. 2013). Atuando
emtrans no nivel pos-transcricional, ja foi caracterizadmcRNA antisens®&af que possui
um papel anti-apoptotico modificandasplicingdo gend-as(Yan, Hong et al. 2005), porém

o mecanismo molecular de sua acdo nao foi estudagwevisivel que a caracterizacdo de
membros adicionais dessa classe de transcrita@iots e antisenso leve a descoberta de
novos papéis funcionais para INcCRNAs atuando ntra@leda expresséo génica em nivel pos-
transcricional.

Nossos resultados mostraram que o aumento doss rd@eincRNAINXS induziu a
apoptose em trés linhagens celulares tumoraisitéistialterando splicingdo pré-mRNA de
BCL-X e favorecendo a predominéncia da isoforma préiatop BCL-XS o que levou ao
acumulo da proteinBCL-XS Também obtivemos evidéncias de dbi&S interage com o
complexo modulador dsplicing via Sam68. Baseado no cenario de resultados asbtido
proposto um modelo para o mecanismo de acdo maledda INncCRNA INXS conforme
mostrado na Figura 25. Nesse modelo postulamosageepressao enddégena tdXS é
induzida por agentes apoptoticos, e que o aument@bdndancia dessa molécula na célula
altera o padréo dsplicing do pré-mRNA deBCL-X em favor da geragdo da isoforma pro-
apoptéticaBBCL-XS Quando dNXSesta ausente ou é expresso em niveis muito baicos)
naturalmente acontece nos tumores, a isoforma mriedate dosplicing do pré-mRNA de
BCL-X € a anti-apoptoticBCL-XL (Figura 25, via 1). Em contraste, quando os nideis
INXS estdo aumentados (Figura 25, via 2) o IncRNA podgerferir no posicionamento e /
ou na acessibilidade dos fatores gficing (SF) ao se ligarem no sitio doador distal 5’
presente no intron 2 do pré-mRNA (5’ss), favoreceaskim o posicionamento da maquinaria
de splicing e direcionando a sintese da isoforB@aL-XS levando ao aumento na proteina
BCL-XS e a apoptose celular. A proteina Sam68 némaessaria para a acumulagdo da

isoforma deBCL-XL, como determinado por Paronetto et al. (Paronattbsel et al. 2007), e
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0 modelo proposto esta de acordo com este achddda &Aom relacdo ao mecanismo de
regulacdo dasplicing de BCL-X é interessante notar que um artigo recente dé Bieal.
(Bielli, Busa et al. 2014) mostra que o fator denscricdo FBI-1 interage com Sam-68 e
reduz a ligacdo de Sam68 ao mMRNABIEL-X, e que essa interacao favorece a producéo da

isoforma anti-apoptéticBCL-XL

Nucleo Agentes indutores
. de apoptose
Locus gendémico de BCL-X LncRNA INXS
/a h
o e
¢ BCL-X
5ss 5"‘/\@0 INXS
BCL-X
pre-mRNA

\_&mj

Exon 3 Exon 2 Exon 1

mRNA BCL-XS pré-apoptético

Exon 3 Exon 2 Exon 1

mRNA BCL-XL anti-apoptético

Q

Exon 3 Exon 2 Exon 1

mRNA BCL-XL anti-apoptético

v

Proteina BCL-XL
v

Células viaveis

7

mRNA BCL-XS pré-apoptotico
v
Proteina BCL-XS
v

Morte celular por apoptose

Citoplasma

Figura 25. Modelo do mecanismo de acéo proposto @ao INCRNA INXS. O pré-mRNA
de BCL-X sofre uma processamento alternativo dando origelnaa isoformas de mRNA:
BCL-XL, com funcédo anti-apoptotica, BCL-XS com funcdo pro-apoptotica (Boise,
Gonzalez-Garcia et al. 1993).9plicing alternativo do pré-mRNA dBCL-X se da por duas
vias diferentes: na via [1] a isoforma resultadiz anti-apoptoticBCL-XL, enquanto na via
[2] a isoforma resultante é a pré-apoptdétR@L-XS Aqui propomos que o controle que
define qual das vias sera ativada se da por mesondeis do INcCRNAINXS Agentes
indutores de apoptose, tais como a exposicao BWIZ, privacdo de soro fetal bovino ou o
tratamento com farmacos anti-tumorais levam ao atondos niveis endégenos XS
Estes niveis aumentados XS favorecem o posicionamento da Sam68 e de possiveis
fatores desplicing adicionais (SF) perto do sitio 5' doadorsgécing (5'ss, linhas pontilhadas
azuis) localizado na regido distal do prée-mRNApfaeendo asplicing através da via [2], 0
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gue em seguida conduz a sintese da proteina BC&-ti§para a morte celular por apoptose.
Sabe-se que a presencga da proteina Sam68 aumeniteezsdo mMRNA da isoforma pro-
apoptoéticaBCL-XS enquanto que a auséncia dessa proteina levatuawukacda isoforma
BCL-XL (Paronetto, Achsel et al. 2007). Adaptado de (Z=@co-Pereira, Amaral et al.
2014).

IntervengBes moleculares relacionadasgiring alternativo do pré-mRNA dBCL-X
tém emergido como um possivel alvo a ser exploredterapia para o tratamento do cancer
(Boise, Gonzalez-Garcia et al. 1993; Taylor, Zhah@l. 1999; Mercatante, Bortner et al.
2001; Bauman, Li et al. 2010), como uma decorrédoidrabalho pioneiro publicado por
Boise et al (Boise, Gonzalez-Garcia et al. 199sd¢ trabalho os autores descrevem pela
primeira vez a funcdo antagbnica existente entreésafrmas anti- e pré-apoptoéticas
provenientes do processamento alternativ8@e-X onde o balanco de expressao entre elas
determina se a célula entre em processo de mdttarceu ndo (Boise, Gonzalez-Garcia et
al. 1993). O potencial terapéutiéo vivo da utilizacdo de oligonucleotideos capazes de
direcionar e modular splicing tem sido amplamente explorado em muitas doengabd
Davis et al. 2012; Spitali and Aartsma-Rus 20I®)luindo ensaios de modulacaosgicing
de BCL-X no cancer (Bauman, Li et al. 2010); no entantodaiexistem grandes obstaculos
gue devem ser superados pensando no uso dessegsioleptideos na terapia contra algumas
doencas. Uma dessas dificuldades é a de se conségamcar uma melhor eficiéncia em
matar as células através dessa estratégia, umgueepi mostrado que os oligonucleotideos
sozinhos sao incapazes de promover uma modulagdened dosplicing de BCL-X e séo
incapazes de levar as células a apoptose (TaytlangZet al. 1999; Mercatante, Bortner et al.
2001; Bauman, Li et al. 2010).

Portanto, o conjunto de dados apresentado no peesahalho abre uma possibilidade

original para a exploracéo terapéutica da indug@iexpressao endégena do INCRNMXS

como uma ferramenta contra o cancer, uma vez g#rmelécula é extremamente eficaz e
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dirige especificamente @plicing do prée-mRNA deBCL-X favorecendo a expressao
predominante da proteina BCL-XS seguida de apoptose

Especulamos que o transcrifdXS de 1,9 kb cause tdo eficientemente a apoptose
porque este INCRNA provavelmente tem o potenciabdetar uma estrutura secundaria /
terciaria complexa que poderia facilitar o recrutato e ligacdo de moduladoressgdicing,
tais como a proteina Sam68, no pré-mRNAB@H -X isso sugere que talvez esse INCRNA
tenha sido evolutivamente selecionado como partendenecanismo conservado e ajustado
capaz de regular finamente a apoptose. A supeessiio olknockdowrndo INXSné&o afetou
o splicing de outros dois genes alvos ja conhecidos de Sast6&, a ciclina D1 (Paronetto,
Cappellari et al. 2010) 8F2/ ASF(Valacca, Bonomi et al. 2010), sugerindo qu&lES nao
exerca um papel global replicing alternativo mediado por Sam68, e que essa espdailie
pode ter surgido a partir de uma porcdo do IncRNde eventualmente estabelece um
pareamento de bases RNA / RNA diretamente com ean®8A alvo, no caso ®CL-X
Outros estudos sobre a modulacdo da expressdoesradgiINXSe sobre 0 seu mecanismo
molecular detalhado de agéo sdo parte de uma Eomignela de estudos.

O efeito do INcRNAINXS no splicing do pré-mRNA deBCL-X provavelmente esta
associado a menos efeitoff-target quando comparado com muitas drogas anti-tumorais.
Apesar de favorecerem a predominancia da isofomdra@poptotica ddBBCL-X essas drogas
também séo conhecidas por induzir as variantepliting anti-apoptoticas de muitos outros
genes (Shkreta, Froehlich et al. 2008), o que &n@nte indesejado. Ainda dentro dessa
linha de raciocinio, ja foi demonstrado que a maidos 20 farmacos com propriedades anti-
tumorais testados favorecem o processamento dltermme gend-as na direcdo da isoforma
anti-apoptética, enquanto a mudancaspticing de BCL-X apresenta diferentes graus de

eficiéncia na formacao da isoforma pré-apoptot®fak¢eta, Froehlich et al. 2008).
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Numa perspectiva mais ampla, a identificacadNdS como o primeiro INcCRNA que
atua sobre osplicing de um gene e induper sea apoptose, chama a atencdo para a
importancia de se olhar para os papéis funcionaisdos de inducéo de outros INcRNAs que
possivelmente agem sobre os eventospuleeing alternativo de genes apoptoéticos. Além
disso, os dados obtidos nos experimentos com agwanres nos camundongos que foram
injetados com um plasmideo que super-expre$dX§ servem como uma prova de conceito
de que a regresséo de tumores pode ser eficazmlatidain vivo. E tentador assumir que
controlando e / ou aumentando condicionalmentepaeegdo ddNXS em células tumorais
poderiamos efetivamente induzir a apoptose, lird@aassim a tumorigénese. Em suma, 0s
dados apresentados nesse trabalho apontam paraemanioc extremamente promissor
envolvendo IncRNAs e doencas, demonstrando gieX& pode representar um potente alvo

molecular a ser explorado em terapias contra cetanc
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6. CONCLUSAO

Este trabalho identificou um IncRNA intrénicmsplicede antisenso ao gemCL-X
denominadolNXS e caracterizou seu papel funcional na regulagistpanscricional do
splicingdeBCL-X Essa regulacéo ocorre através do recrutamento eeposicionamento do
complexo modular dsplicing no sitio doador 5’ss distal presente no pré-mREBAL-X o
que leva a formacdo predominante da isoforma de AMBRL-XSe consequentemente as
células a apoptose. Esse processo de morte ceiatdinda por um InCRNA caracteriza uma
via de controle pods-transcricional para o processaémalternativo de um gene apoptético
nunca antes mostrada na literatura, tanteitro com culturas de células, como tambgm
Vvivo, através de experimentos com camundongos xenplaatados com tumores humanos.

Além disso, os dados obtidos nesse trabalho trazema a importancia funcional dos
IncRNAs intrénicosunspliced Embora existam evidéncias de que esses InCRNjasnse
expressos no mesniocus de 74% dos genes codificadores de proteina, arrmaite dos
pesquisadores que trabalham com IncRNAs tem negiiggo o estudo desses INCRNAs
intrdnicos unspliced E indiscutivel que devem existir muitos outrosRNAS intronicos
unsplicedque atuem como moduladores especificos de evesiamsonados ao controle da
expressao génica tanto em nivel transcricional cpasetranscricional, no mesnhacus em

que sdo transcritos.
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